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L’infarto del miocardio, che è la principale causa di morbidità e mortalità nei paesi 
industrializzati, è causato nel 50% dei casi da cardiomiopatia dilatativa (CMD) 
che deriva spesso da una patologia  infettiva-infiammatoria a carico del tessuto 
miocardico (Ellis CR et al., 2007). 
Molti studi presenti in letteratura hanno rilevato la presenza di genomi virali nel 
tessuto cardiaco di pazienti affetti da cardiomiopatia (CM) (Liu P, et al., 2003; 
Lassner D et al., 2005). E’ noto infatti che alcuni virus possono essere agenti 
eziologici di miocarditi. 
I virus maggiormente cardiotropici sono: gli Adenovirus (tipo 2 e 5) ed gli 
Enterovirus, in particolare i Coxsackie virus (ceppi B1-B6), meno frequentemente 
il Citomegalovirus (CMV), l’Epstein Barr  (EBV), il virus erpetico umano 6 
(HHV6), il parvovirus B19 (PVB19) (Nigro G. et al., 2000), il virus dell’epatite C 
(Prati D. et al., 1999). Sono stati inoltre descritti casi di miocardite virale 
fulminante da Herpes simplex 1 (HSV-1) ed EBV (Koga et al.,2001, Takaki I. et 
al., 2005). 
Il meccanismo patogenetico d’infezione del miocardio da Adenovirus ed 
Enterovirus  è stato in parte chiarito (Bergelson JM et al., 1997; Tomko RP et al., 
1997) con la scoperta del recettore CAR (coxsackie and Adenovirus receptor) e 
del corecettore DAF (decay-accelerating factor) espressi sulle cellule cardiache.  
 
Il recettore  CAR è una proteina del peso molecolare di 46-kDa appartenente alla 
famiglia delle immunoglobuline ed espresso prevalentemente sui dischi intercalari 
delle cellule cardiache umane. Il corecettore DAF, del peso molecolare di 70 k Da, 
è una proteina regolatoria del complemento espressa sulla superficie delle cellule 
epiteliali ed endoteliali (Selinka H-C  et al., 2004). I due recettori sembrano avere 
attività sinergica per l’ internalizzazione virale con conseguente vantaggio nella 
replicazione e diffusione sia in senso verticale che orizzontale all’ interno dei 
tessuti; inoltre l’ effetto sinergico degli anticorpi anti-CAR e anti-DAF suggerisce 
l’ esistenza di un’ associazione spaziale delle due proteine a formare un CAR-
DAF receptor complex (Martino et al., 1998; Liu P. et Opavsky, 2000). 
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Secondo recenti studi il CAR-DAF Receptor Complex consentirebbe la 
penetrazione del virus nelle cellule anche mediante transcitosi (Selinka HC et al., 
2004), un tipo di pinocitosi utilizzata dagli organismi pluricellulari per trasportare 
selettivamente macromolecole tra i due ambienti delimitati da una cellula 
polarizzata, ad esempio tra la superficie apicale e basolaterale di una cellula 
epiteliale. E’già stato evidenziato in precedenza il fatto che un virus cardiotropico 
debba attraversare un gran numero di differenti cellule e tessuti, che esprimono 
ciascuno particolari e specifiche proteine recettoriali, prima di raggiungere la 
destinazione finale delle cellule cardiache, i miociti. Le barriere epiteliali e quelle 
endoteliali possono dunque essere superate attraverso un’infezione virale o 
mediante transcitosi del virus. Una riespressione della proteina CAR è stata ben 
documentata in molte patologie cardiache, quali le miocarditi virali, e potrebbe 
essere interpretata come un pattern di riespressione embrionale che è stato infatti 
accertato per molte proteine coinvolte nelle patologie cardiache gravi. Questa 
riespressione del recettore CAR causerebbe un riassortimento strutturale del 
miocardio e soprattutto aumenterebbe la suscettibilità all’infezione virale (Poller 
W et al., 2002). 
Le basi molecolari del tropismo cardiaco e del meccanismo patogenetico delle 
miocarditi causate da CMV, EBV,  HHV6, PVB19 e HCV sono ancora ignote. 
L’analisi epidemiologico-molecolare dei casi di miocardite virale ha evidenziato 
che, come per tutte la infezioni virali, soggetti diversi hanno evoluzione clinica 
infettiva diversa, che potrebbe essere in parte dovuta, nei casi di infezione con 
virus coxsackie ed adeno, all’espressione transitoria del recettore CAR. E’ noto 
inoltre che esistono soggetti geneticamente resistenti alle infezioni (Velioy VM, 
2005; Abdel-Azim et al., 2005). 
Nonostante i continui progressi raggiunti negli ultimi anni nella conoscenza dei 
meccanismi molecolari e cellulari della fisiopatologia cardiaca, ad oggi, mancano 
trattamenti farmacologici risolutivi in grado di preservare le cellule cardiache 
contrattili danneggiate durante l’infarto. Pertanto l'unico trattamento possibile per 
curare questa patologia è rappresentato dal trapianto d’organo o impianto di 
cellule staminali (Forte G et al., 2009).  
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Allo scopo di selezionare cloni eventualmente resistenti all’ infezione da virus 
cardiotropici, da poter poi espandere e perfondere al momento del bisogno, sono 
state acquisite cellule staminali cardiache adulte murine ingegnerizzate con la sub 
unità catalitica delle telomerasi, c-tert, sviluppate nel laboratorio di Cardiologia 
Molecolare e Cellulare, Università di Torvergata Roma. Tali cellule non 
manifestano ne’ senescenza ne’ differenziamento. Considerando che i mioblasti 
midollari umani risultano suscettibili di infezione con Adenovirus (Kohtz DS, et 
al., 1991), è stata saggiata la suscettibilità delle cellule staminali acquisite 
all’infezione con una miscela di isolati di enterovirus umani coxsackie B1-B6 
(ceppi vaccinali di riferimento) principali cause di miocardite ad eziologia virale  
e a seguire con i singoli ceppi B1, B2, B3, B4, B5, B6, per ovviare a fenomeni di 
interferenza virale o maggiore suscettibilità ad uno dei ceppi utilizzati, alla 
concetrazione di 100 dosi citopatiche al 50%  in 75l e cinque diluizioni seriali in 
base 10. Come controllo positivo è stata utilizzata la linea cellulare KB (Human 
Epidermoid Carcinoma, Istituto Zooprofilattico Bruno Ubertini), che è permissiva 
e competente all’infezione da enterovirus ed esprime il recettore CAR 
(Terletskaia-Ladwig et al., 2008). E’ stata verificata l’espressione del recettore 
CAR come mRNA  mediante RT-PCR e PCR con primer specifici (Sollerbrant et 
al., 2007) e successivamente la sua presenza come proteina sulle cellule mediante 
saggio immunoenzimatico.  
Dopo 48, 72 e 96 ore dall’infezione è stato ricercato il genoma virale nel 
surnatante e nelle cellule separatamente mediante RT- PCR e Nested PCR 
utilizzando primer all- entero (Simmonds et al., 2009). E’ stata valutata 
l’espressione di antigeni virali mediante IFA indiretta.  
Risultati: 
 Il recettore CAR è espresso come RNA e tradotto come proteina nella linea 
staminale c-tert. 
 
 Le linee staminali c-tert non hanno mostrato alcun effetto citopatico a tutti 
i tempi dall’infezione e a tutte le diluizioni, al contrario della linea 




 L’analisi molecolare ha confermato la presenza del genoma virale 
all’interno della linea c- tert infettata sia con la miscela dei 6 ceppi che con 
i ceppi singoli, pressocchè a tutti i tempi dell’infezione analizzati e alle 
prime diluizioni utilizzate, così come nel controllo positivo, la linea 
cellulare KB.  
 
 Il genoma virale rilevato nel surnatante delle colture della linea KB, non è 
stato rilevato nei surnatanti di nessuna delle colture della linea c- tert 
infettate. 
 
 L’analisi mediante IFA ha confermato che gli antigeni virali sono espressi 
nella linea di controllo KB ma non nelle colture della linea c- tert. 
 
I risultati ottenuti sembrano dimostrare che:  
 
 le cellule staminali cardiache c-tert siano permissive nei confronti dei 
ceppi vaccinali di Coxsackie virus B1-B6, in quanto il virus penetra 
all’interno delle cellule, che risultano quindi positive per il genoma 
virale; 
 
 le cellule staminali cardiache c-tert non sarebbero competenti, ovvero 
non disporrebbero di un adeguato macchinario biosintetico e 
molecolare che permetta al virus di replicarsi attivamente. Il genoma 
virale, infatti, non si ritrova nel surnatante delle colture infettate ne’ 
quest’ultime esprimono antigeni virali sulla superficie cellulare.  
 
Le prospettive future sono: 
 
 Un possibile impiego della linea cellulare c-tert per terapia 





 L’ analisi del pattern di espressione di geni coinvolti nel pathway 
infiammatorio ed apoptotico della linea staminale c-tert, in seguito 
ad infezione virale, mediante microarray dedicati, al fine di 

























Myocardial stroke is the leading cause of morbidity and mortality in industrialized 
countries; in the 50% of cases it is caused by dilated cardiomyopathy (CMD) with 
inflammatory-infectious etiology of the myocardial tissue (Ellis CR et al., 2007). 
Many studies demonstrated the presence of different viral genomes in heart tissue 
of patients with cardiomyopathy (CM) (Liu P, et al. 2003; Lassner D et al., 2005). 
Adenovirus (type 2 and 5) and Enterovirus, particularly Coxsackie virus (strains 
B1-B6), are the most frequently involved. Other viruses are Citomegalovirus 
(CMV). Epstein Barr virus (EBV), Human herpetic virus 6 (HHV6), Parvovirus 
B19 (PVB19) (Nigro et al., 2000), Hepatitis C virus (Prati D et al., 1999), Herpes 
simplex 1 (HSV-1). 
The pathogenetic mechanism of the myocardial viral infection of Adenovirus and 
Enterovirus has not yet been fully explained. Many studies report that the receptor 
"Coxsackie and Adenovirus Receptor” (CAR) that is immunoglobulin protein of 
46-kDA and the co-receptor “Decay-Accelerating Factor” (DAF) that is 
complement protein of 70-kDA, expressed on myocardial cells, would 
synergistically allow virus-cell recognition and adsorption (Bergelson JM et al., 
1997; Tomko RP et al., 1997). It has been reported that the receptor CAR and the 
co-receptor DAF form a "CAR-DAF Receptor Complex" that allows efficient 
internalization and viral spread both vertically and horizontally within the tissue 
by transcytosis (Martino TA et al., 1998; Liu P. et Opavsky, 2000). The 
pathogenetic mechanism of other miocardic virus has not yet been known. 
Despite the immense progress achieved in recent years for the comprehension the 
molecular and cellular mechanism of heart pathophysiology, to date, there are no 
decisive pharmacological treatments to preserve damaged contractile heart cells 
during the stroke; therefore the only possible treatment is organ transplantation or 
implantation of stem cells (Forte G. et al, 2009). Cell therapy with adult stem 
cells, with capacity to generate new cardiomyocytes, may therefore represent a 
possible approach to replace the irreversibly damaged cardiomyocytes after heart 
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faillure (Forte G. et al., 2009).  
The evolution of infectious diseases caused by various microorganisms is 
substantially influenced by host genetic variability, especially in relation to 
defense mechanisms and refers to a polygenic variability in the different 
susceptibility of different individuals and different populations (Veliov VM, 2005; 
Abdel-Azim GA et al., 2005). 
Purpose of this study is to test the susceptibility to infection with vaccine strains 
of Coxsackie virus (B1-B6 strains), of murine cardiac adult stem cells, engineered 
with a catalytic subunit of telomerase c-tert (Molecular and e Cellular Cardiology 
Laboratory, University of Torvergata Rome) , in order to select resistant clones 
that could be perfuse after heart failure. 
To verify the expression of CAR genes, RNA was extracted and retrotranscripted 
with reverse primer. Specific genomic regions of CAR were amplified with 
specific primers as previously described (Sollerbrant K. et al., 2007). The 
expression of CAR as protein was analysed by immunoenzymatic assay. 
The cell line was then infected with a mix of Coxsackie virus B1-B6 vaccine 
strains and with the 6 strains separately (100 to 50% cytopathic doses in 75µl and 
5 10 serial dilutions) in order to avoid viral interference or higher sensitivity to 
one of the six viral strains tested. The cell line KB (Human Epidermoid 
Carcinoma, Zooprophylactic Institute Bruno Ubertini) was used as a positive 
control. The infected cell cultures were analyzed after 48, 72 and 96 hours after 
infection, with an optical microscope to detect the cytopathic effect. At each time 
RNA was extracted separately from supernatant and cells previously washed 3 
times in saline buffer. The presence of viral RNA was investigated by RT-PCR 
and nested PCR using primers all-entero (Simmonds et al., 2009). Analysis of the 





 CAR receptor RNA is expressed in the stem cell line c-tert and is 




 C-tert cell line never showed cytopathic effect after infection with the 
mixture of Coxsackie virus and with the 6 strains separately at all times 
and with all dilution employed, contrary to the KB cell line (positive 
control) that already 48 hours after infection showed signs of cell death at 
least at the third dilution. 
 
 Molecular analysis found the viral genome at all times after infection 
within the c-tert cell line infected at least until the third dilution of the 
Coxsackie virus mixture and separately with the 6 strains, as in the KB 
positive control. 
 
 The viral genome was also found in the supernatant of KB cell line, 
but in none supernatant of the c-tert infected cultures. 
 
 IFA detected the expression of viral antigens only in the KB cells, but 




the obtained results seem to show that c-tert cardiac stem cells seem allow 




 Consider a possible use of cell line c-tert for cell therapy in mouse model. 
 
 Analyze the pattern of expression of the cellular genes involved in 
inflammatory and apoptotic pathways of the c-tert cell line, after viral 
infection, by dedicated microarray, in order to understand the molecular 






1.1 Infarto del miocardio e cardiomiopatia  
 
L’infarto del miocardio che è la principale causa di morbidità e mortalità nei paesi 
industrializzati  è causato nel 50% dei casi da cardiomiopatia dilatativa (CMD), 
che deriva spesso da una patologia infiammatoria a carico del tessuto miocardico 
(Ellis CR et al., 2007).  
La CMD e’ una disfunzione a carico del muscolo cardiaco che lo rende incapace 
di pompare una sufficiente quantità di sangue ad organi e tessuti da cui ne 
consegue dilatazione ventricolare, riduzione della funzione sistolica e scompenso 
cardiaco congestizio. Alcuni fattori di rischio, genetici e/o acquisiti, classificabili 
come fattori di rischio coronarico, rendono la maggior parte dei soggetti colpiti 
predisposti all’ insorgenza dell’ infarto (Davidson C, 2008). La "CMD idiopatica"  
deriva da alterazioni del muscolo cardiaco geneticamente determinate, 
sporadicamente o familiarmente, a carico del solo muscolo cardiaco o anche di 
altri tessuti muscolari dell'organismo; i geni coinvolti codificano per proteine del 
citoscheletro e non del sarcomero come nel caso della cardiomiopatia ipertrofica.  
Le cause della CMD sono diverse quali l’ ipertensione arteriosa, la cardiopatia 
ischemica che sono tipiche conseguenze delle cattive norme comportamentali del 
nostro tempo (alimentazione, sedentarietà e obesità); alcuni farmaci (antracicline, 
ciclofosfamide, tetracicline);  sostanze tossiche e stupefacenti (es. etanolo, 
cocaina, eroina, ecc..); agenti virali, batterici, parassitari e micotici. Spesso non è 









1.2 Le miocarditi virali 
 
La miocardite è un processo infiammatorio a carico del muscolo cardiaco il cui 
decorso clinico può essere benigno, con completa risoluzione dell’infiammazione, 
o avere conseguenze molto severe, quali, in un terzo dei casi,  lo sviluppo di 
cardiomiopatia dilatativa (CMD) (Ellis CR et al., 2007) e il conseguente 
scompenso cardiaco congestizio.  
L’infiltrato infiammatorio nella miocardite è, nella maggior parte dei casi, 
costituito da fibroblasti e linfociti. Meno frequentemente si riscontrano altri tipi di 
reazione infiammatoria, che coinvolgono cellule giganti, eosinofili e granulomi: 
questi specifici infiltrati possono essere associati a diverse condizioni cliniche e 
malattie sistemiche, e vanno perciò differenziati (Conti G, Terapia Intensiva, 
2007). Nella miocardite l’infiammazione può colpire i cardiomiociti, l’interstizio, 
gli elementi vascolari e il pericardio. In casi sporadici l’infiammazione può 
presentarsi senza necrosi dei miociti (miocardite borderline), ma classicamente è 
accompagnata da lesione necrotica, focale o diffusa a seconda dell’entità del 
danno. Non si ha in nessun caso rigenerazione tissutale e i cardiomiociti 
danneggiati o completamente distrutti vengono sostituiti da tessuto fibroso o 
fibro-adiposo, provocando la comparsa di aree ipocinetiche nel miocardio (Crea F, 
Malattie del cuore di Braunwald, 2007). 
 Dalle diagnosi post-mortem le miocarditi risultano la causa più frequente di 
morte improvvisa negli individui sotto i 40 anni (Mahrholdt H et al., 2006).  
 
La miocardite può essere fulminante o acuta.  
La miocardite fulminante si sviluppa solitamente dopo un periodo di latenza di 
diverse settimane e comporta la compromissione emodinamica del cuore e 
possibile shock cardiogeno; tuttavia, i pazienti affetti da miocardite fulminante 
hanno una prognosi migliore a lungo termine rispetto a quelli affetti da miocardite 
acuta, infatti quest’ultima che non ha un esordio temporalmente definito né una 
situazione ipotensiva grave, più frequentemente provoca la morte o necessita di 
trapianto cardiaco a causa della sua evoluzione in CMD (Cooper LT, Jr, MD, 
2009). La miocardite spesso dovuta ad una infezione cardiaca localizzata, meno 
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frequentemente è associata ad una malattia sistemica che implica il massiccio 
intervento del sistema immunitario. Oppure dopo una fase acuta può risolversi in 
modo rapido e completo con eliminazione del virus; in altri casi, invece, dopo uno 
stadio clinico iniziale asintomatico l’infezione virale può trasformarsi in una 
miocardite cronica con lunga persistenza del genoma virale nel miocardio (Liu PP 
et al., 2001), che presenta una prognosi peggiore rispetto al decorso acuto 
(McCarthy RE 3rd et al., 2000). Il decorso clinico della miocardite dipende, tra 
l’altro, da un equilibrio che si instaura tra l’infezione virale e la risposta 
immunitaria dell’ospite (Liu PP et al., 2000; Knowlton KU et al., 1999). 
Indagini sierologiche e molecolari evidenziano che gli Adenovirus di tipo 2 e 5 e 
gli Enterovirus, in particolare Coxsackievirus ceppi B1-B6, sono gli agenti 
eziologici predominanti della miocardite virale (Nigro G et al, 2000; Takano H et 
al, 2008).  
Le infezioni virali del miocardio possono essere sostenute anche da altri agenti 
virali quali: Citomegalovirus (CMV) (Schönian U et al., 1993; Zubiaurre L et al., 
2007), virus di Epsteinbarr (EBV) (Takano H et al., 2008), virus dell’epatite C 
(HCV) (Prati D et al., 1999), Parvovirus B19 (PVB19) (Nigro G et al., 2000) e 
virus erpetico umano 6 (HHV6) (Rohayem J et al., 2001). 
 
In base ad un modello umano e murino di miocardite virale si possono distinguere 
tre fasi principali. La prima consiste nel processo infettivo, in cui si ha una prima 
replicazione dei virus all’interno del tessuto linfoide e la stimolazione della 
risposta immunitaria innata. Successivamente i virus, trasportati attraverso il 
sistema linfatico dell’ospite, raggiungono il cuore e infettano i cardiomiociti;  le 
proteasi virali e le citochine infiammatorie causano i danni cellulari diretti. 
Durante questa prima fase è difficile diagnosticare una miocardite, dato che i 
pazienti sono spesso asintomatici e i metodi di screening poco efficaci.  
Durante la seconda fase si attiva la risposta immunitaria specifica dell’ospite, 
finalizzata ad attenuare la proliferazione dei virus. L’immunità umorale e 
l’immunità cellulo-mediata possono completare la clearance dell’agente infettivo 
e subìre un progressivo declino oppure essere sottoposte ad una continua 
attivazione a causa della persistenza dei virus nel miocardio ed il mimetismo  
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antigenico tra gli antigeni espressi dal tessuto cardiaco e gli antigeni virali (Kühl 
U et al, 2005). 
Un’ iperattivazione della risposta immunitaria nella terza fase della miocardite 
comporta un  rimodellamento finale della struttura cardiaca compromettendo la 
funzione contrattile dei ventricoli, condizione nota come cardiomiopatia dilatativa 
(Liu PP, 2001; Luo H et al, 2010 ).  
 
1.3 Virus cardiotropici 
 
Inizialmente i virus Coxsackie erano considerati la principale causa di miocardite 
virale perché nei pazienti con miocardite acuta o convalescenti venivano 
frequentemente rilevati anticorpi anticoxsackie (Feldman AM et al., 2000). In 
seguito altri Enterovirus e gli Adenovirus sono stati rilevati in campioni bioptici di 
pazienti con miocarditi transienti alla cronicizzazione (Kandolf R, 2004). PVB19 
e HHV6 sono stati ritrovati in biopsie di endomiocardio e sono risultati la 
maggiore causa di miocarditi in Germania (Mahrholdt H et al., 2006). L’infezione 
cronica attiva da EBV (CAEBV) è caratterizzata da ricorrenti infezioni con 
sintomi simili alla mononucleosi con prognosi benigna, ma esiste la possibilità di 
insorgenza di miocarditi in quanto CAEBV disorganizza e necrotizza le cellule 
miocardiche causando una perdita della loro funzionalità (Ishikawa T et al., 2005; 
Takano H et al., 2007). Anche l’infezione da HCV è stata associata alle miocarditi 
virali non solo attraverso tecniche biomolecolari in grado di rilevare il genoma di 
HCV nelle biopsie miocardiche, ma anche attraverso dati epidemiologici che 
indicano una forte associazione tra l’insorgenza di miocarditi virali in zone 
fortemente endemiche per HCV (Matsumori A et al., 2006). CMV infetta 
comunemente ospiti sia immunocompetenti che immunocompromessi producendo 
infezioni asintomatiche e patologie con sintomi da lievi a molto gravi. CMV causa 
malattia non solo durante l’infezione primaria, che si localizza in vari organi, ma è 
causa di morbidità anche durante la riattivazione in pazienti immunodepressi. 
Inoltre, CMV può indurre una lunga latenza instaurando una patologia cronica 
miocardica (Schönian U et al., 1993; Zubiaurre L et al., 2007).  
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Mentre il meccanismo patogenetico degli Enterovirus e Adenovirus a livello del 
miocardio è stato oggetto di molti studi ed è stato in parte chiarito, le basi 
molecolari delle infezioni e delle patologie del miocardio ad eziologia virale 
indotte da CMV, EBV, HCV, PVB19 e HHV6 sono ancora ignote. 
Molti studi hanno rilevato la presenza di genomi virali nel tessuto cardiaco di 
pazienti affetti da CMD (Martino TA et al., 1994; Kuhl U et al., 2005), in 
particolare, è stato riscontrato che i virus maggiormente cardiotropici sono  
Adenovirus (tipo 2 e 5) ed Enterovirus, in particolare Coxsackie virus (ceppi B1-
B6). 
Gli Adenovirus (Figura n. 1) e gli Enterovirus infettano l’ ospite per via aerea 
e/o per via oro-fecale. Sebbene non correlati filogeneticamente, il meccanismo 
patogenetico d’ infezione del miocardio da adenovirus ed enterovirus è stato in 
parte chiarito (Bergelson JM et al., 1997; Tomko RP et al., 1997) con la scoperta 
del recettore CAR (coxsackie and adenovirus receptor) che entrambi sfruttano per 
l’adsorbimento e l’ingresso nelle cellule suscettibili. 
Gli Adenovirus sono virus a DNA a doppio filamento, caratterizzati da simmetria 
icosaedrica e sprovvisti di involucro lipidico. Il loro ciclo vitale inizia col legame 
delle proteine fibrose del capside ai recettori cellulari e l’ internalizzazione tramite 
endocitosi. La fusione delle vescicole endocitotiche con lisosomi e il cambio di ph 
dell’ambiente determina un cambiamento conformazionale del capside, cui segue 
la liberazione del DNA virale, che rimane in forma episomiale nel nucleo della  
cellula.  
Nel genoma degli Adenovirus, grande circa 36 Kb, si individuano due regioni 
codificanti per geni espressi precocemente (early, E) e tardivamente (late, L). Ai 
lati del genoma si trovano le cosiddette sequenze terminali invertite (ITR, Inverted 
Terminal Repeat), necessarie per la replicazione del virus (Figura n. 2). 
L’espressione dei geni E1 (precoci immediati) permette la trans-attivazione dei 
geni E2 ed E4 che determinano il blocco della sintesi proteica cellulare e 
partecipano alla replicazione del DNA virale. Per ultimi vengono attivati i geni 
tardivi, che codificano per le proteine strutturali le quali, una volta formate, si 
assemblano circondando il DNA neoformato. Le particelle virali fuoriescono dalla 













Gli Enterovirus sono dei ribovirus appartenenti alla famiglia delle 
Picornaviridae, presentano genoma ad RNA a singolo filamento con polarità 
positiva (+) delle dimensioni di 75 Kb ,e capside isometrico di 27-30 nm.  
L’assenza dell’envelope lipidico e del pericapside è una caratteristica che li rende 
stabili a ph acido (compreso tra 3 e 9), resistenti al calore e a numerosi detergenti, 
insensibili agli eteri. In particolare, resistono all'acidità del succo gastrico ed alla 
bile presente nell'intestino e possono sopravvivere a lungo nell'ambiente esterno 
(La Placa M et al., 2008).  
 
Il capside dei Picornavirus presenta una geometria icosaedrica, con 60 unità 
strutturali (protomeri) i cui raggruppamenti pentamerici costituiscono i  12 vertici 
dell’icosaedro. I protomeri sono composti da quattro polipeptidi denominati VP1, 
VP2, VP3, VP4, che si originano dal taglio di un unico precursore VP0 ad opera 
di una proteàsi virale. VP1, VP2 e VP3, costituiscono la struttura esterna del 
capside, mentre VP4 è collocato internamente, e svolge una importante funzione 
stabilizzatrice (Figura n. 3).  L’assemblaggio dei 4 polipeptidi crea uno spazio 
vuoto, un “canyon” , con funzione di antirecettore virale che permette 
l’interazione con proteine di membrana delle cellule suscettibili ai virus (La Placa 




Fig. n. 3  Protomeri-ethesis.helsinki.fi 
 
 
I virus penetrano nelle cellule legandosi a specifiche proteine della membrana, 
diverse a seconda della specie. La presenza o assenza di queste proteine che 
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fungono da recettori determina il tropismo dei vari ceppi virali e la patogenesi 
delle malattie causate da questi virus. Tutti gli Enterovirus interagiscono con i 
recettori cellulari grazie ad uno spazio interposto tra le proteine  esterne del 
capside, definito “canyon”. Le particelle virali vengono internalizzate in endosomi 
cellulari, nei quali avviene l’ “uncoating” del virus: il capside perde unità 
strutturale e l’ acido nucleico viene  liberato nel citoplasma delle cellule infettate. 
Il genoma presenta un unico open reading frame, e viene tradotto immediatamente 
in una poliproteina, successivamente processata dalle proteasi virali in proteine di 
dimensioni minori con funzioni strutturali ed enzimatiche, inclusa la stessa 
polimerasi virale che servirà per sintetizzare copie addizionali del genoma.  
In seguito il genoma viene trascritto in un filamento complementare negativo, che 
servirà da “templato” per la produzione di numerose copie di RNA positivo, in 
parte tradotte nelle proteine strutturali del capside e in parte utilizzate come nuova 











Fig. n. 4 Enterovirus, ciclo replicativo; discoverymedicine.com. 
 
Lo stadio finale dell’infezione consiste nel rilascio della progenie virale mediante 
lisi delle cellule che diffonde attraverso le vie respiratorie e la parete intestinale 
dell’ ospite (Figura n. 5), dove svolge un primo ciclo di replicazione al livello del 
tessuto linfoide associato all’ intestino (gut-associated lymphoid tissue o GUT) o 
associato alle mucose (mucose-associated lymphoid tissue o MALT). Per via 
linfatica, mantenendo un’attiva replicazione e dopo un periodo d’incubazione di 
7-14 giorni, raggiunge gli organi bersaglio secondari come la cute, il sistema 

















La prima risposta immunitaria è aspecifica, macrofagi, natural killer (NK), 
attivazione del complemento. In seguito si ha la produzione di citochine ed altri 
mediatori quali il tumor necrosis factor (TNF), l’interleuchina 1 (Il1) e 
l’interleuchina 6 (Il6). Un rilascio eccessivo di citochine può causare 
cronicizzazione dell’infiammazione e danni tissutali diretti. La risposta specifica è 
di tipo sia umorale sia cellulare, mediata dalle immunoglobuline secrete dai 
Linfociti B la prima e dall’ effetto citopatico dei Linfociti T la seconda. Oltre alla 
segnalazione mediata dalle citochine, ulteriori meccanismi di presentazione degli 
antigeni virali ai linfociti aumentano l’intensità e la specificità della risposta 
immunitaria (Abul KA et al, Immunologia cellulare e molecolare, 2010). Le 
cellule infettate vengono fagocitate da APC professionali, che espongono poi sulla 
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loro superficie gli antigeni proteici del càpside virale, adeguatamente processati 
nell’apparato del Golgi ed associati a recettori MHC di classe I (Major 
histocompatibility complex I), specifici per i patogeni intracellulari. Attraverso 
questo tipo di segnalazione, accompagnata dal riconoscimento di molecole co-
stimolatorie che aumentano l’affinità del legame tra antigene e recettore, vengono 
reclutati e attivati dei linfociti citotossici (CTL) o CD8+, che eliminano l’ 
antigene lisando le cellule infettate. Anche nella fase extracellulare del loro ciclo 
biologico, i virus vengono captati da APC specializzate. I Linfociti B, oltre a 
sintetizzare e secernere immunoglobuline dirette contro gli epitopi del capside con 
funzione neutralizzante e opsonizzante per i macrofagi, si comportano come se 
fossero delle APC: fagocitano i virus e li processano, esponendo i peptidi del 
capside in associazione al complesso MHC di classe II (Major histocompatibility 
complex II), specifico per i patogeni e gli antigeni plasmatici. Il riconoscimento 
del complesso MHC-antigene causa l’attivazione di linfociti T helper (CTH) o 
CD4+ (Abul KA et al, Immunologia cellulare e molecolare, 2010). Le citochine 
infiammatorie overespresse nella prima fase (TNF, IL6, IL8) causano 
direttamente dilatazione del tessuto attivando delle metallo-proteinasi come 
gelatinasi, collagenasi ed elastasi. Infine, l’iperattivazione dei linfociti CD4+ e 
CD8+ e il processo autoimmune, promosso dal mimetismo antigenico tra gli 
antigeni virali e quelli cardiaci (Figura n. 6), aggrava lo sviluppo della CMD 





                                                      
                                  
 
 




Gli Enterovirus sono estremamente variabili per specie e sierotipo. Fino agli anni 
sessanta gli Enterovirus erano divisi in  Poliovirus, comprendente i tre sierotipi 
agenti eziologici della poliomielite paralitica umana; Coxsackie virus; 
Echovirus, (ECHO: Enteric Cytopathogenic Human Orphan; isolati in soggetti 
sani, quindi si tratta di virus “orfani” di una patologia). 
La nomenclatura attuale, basata sulle omologie del genoma virale, ha individuato 
5 specie in cui vengono distribuiti 62 dei 64 sierotipi del genere: 
 1. Poliovirus, (Poliovirus umano 1, 2, 3); 
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 2. Enterovirus umano A (10 sierotipi) con Coxsackie virus A2, A3, A5, A7, A8, 
A10, A12, A14, A16 e Enterovirus umano 71; 
3. Enterovirus umano B (36 sierotipi) con Coxsackie virus A9, B1/B6, Echovirus 
1/7, 9, 11/21, 24/27, 29/33, Enterovirus umano 69; 
4. Enterovirus umano C (11 sierotipi) con Coxsackie virus A1, A11, A13, A15, 
A17/A22, A24; 
5. Enterovirus umano D (2 sierotipi) con Enterovirus umano 68 e 70 
Rimangono a se’ Coxsackie virus A4 e A6 (La Placa M et al., 2008). 
 
L’ampio spettro d’ospite si riflette nella suscettibilità di molti citotipi all’infezione 
con Enterovirus per l’isolamento in vitro caratterizzato da un effetto citopatico di 
tipo litico (La Placa M et al., 2008). 
La trasmissione degli Enterovirus umani avviene attraverso il circuito oro-fecale 
(oro/faringe, tratto gastrointestinale) con un'incidenza prevalente durante il 
periodo estivo-autunnale. L’Enterovirus 70, invece, si trasmette per impianto 
diretto sulla congiuntiva (dita contaminate) (La Placa M et al., 2008). I virus 
attraversano passivamente le mucose attraverso le cellule M (microfold) presenti 
in superficie in corrispondenza degli aggregati di cellule linfoidi sottomucosi, 
dove probabilmente avviene una moltiplicazione primaria seguita, eventualmente, 
dalla diffusione linfo-ematica alle cellule del reticolo-endotelio e, 
successivamente, la trasmissione dell'infezione agli organi bersaglio (La Placa M 
et al., 2008). 
A causa dell’ampio spettro di suscettibilità, gli Enterovirus sono gli agenti 
eziologici di molte patologie, quali poliomelite, meningite asettica, faringite, che 
dipendono dal sito principale di replicazione virale (La Placa M et al., 2008). Le 
patologie più conosciute e rilevanti sono: 
 
La congiuntivite acuta emorragica, causata dall’Enterovirus 70, che è un’ 




La congiuntivite acuta non emorragica che è una congiuntivite senza 
manifestazioni emorragiche, causata da ceppi di Coxsackievirus A24 ed 
Echovirus 7. 
 
Esantemi e rush cutanei, causati da Coxsackievirus ed Echovirus. 
 
Herpangina,  malattia causata da Coxsackievirus A e, talvolta, da altri 
Enterovirus come Coxsackie B ed Echovirus, si presenta spesso in forma 
epidemica in lattanti e bambini e occasionalmente coinvolge adolescenti e adulti.  
 
Hand, footh and mouth disease (Malattia di “Mani, piedi, bocca”): patologia 
causata dal Coxsackievirus A16  e dall’Enterovirus 71, con un periodo di 
incubazione che va dai 3 ai 7 giorni e con un decorso simile a quello 
dell’herpangina. È frequente nei bambini e negli adulti immunodeficienti. Le 
lesioni vescicolari sono di diametro maggiore rispetto a quelle provocate dall’ 
herpangina e perciò distinguibili all’ osservazione.  
 
Malattie respiratorie causate da Coxsackievirus che possono colpire lattanti e 
bambini, caratterizzate da febbre, coriza, faringite. Sopraggiunte complicazioni  
possono fare evolvere le patologie lievi in bronchiti e polmoniti interstiziali. 
Meningite asettica, infezione virale dovuta a ceppi di Coxsakievirus di gruppo A 
o B o Echovirus.  
 
Miocardite e pericardite, causate in particolar modo da Coxsackievirus B. 
Pleurodinia (Malattia di Bornholm), infiammazione della pleura causata dai 
Coxsackievirus gruppo B. 
 
Poliomielite (dal greco: poliòs = grigio, sostanza grigia, e muelòs = midollo),  un’ 
infiammazione della sostanza grigia del midollo spinale causata da Poliovirus; la 
forma clinica più comune è  la poliomelite anteriore o paralisi infantile o malattia 
di Heine-Medin, infezione contagiosa che può presentare qualche variazione da 
un’epidemia all’altra e da una regione all’altra. 
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1.4 Virus Cardiotropici: i Coxsackievirus. 
Gli Enterovirus maggiormente cardiotropici sono rappresentati dai Coxsackie 




Fig. n. 7   Coxsackie virus B- uochb.cz  
 
 
I virus Coxsackie sono stati scoperti nel 1948-49 da Gilbert Dalldorf, presso il 
New York State Department of Health di Albany, New York, mentre stava 
cercando una cura per la poliomelite. I primi esperimenti, condotti sulle scimmie, 
suggerirono che fluidi ricavati da una preparazione di virus non poliomielitici 
potessero proteggere dagli effetti della poliomelite. Ispirandosi agli studi degli 
scienziati Danesi Orskov e Andersen che lavoravano  sui topi neonati per lo studio 
dei virus murini, continuò gli esperimenti sugli stessi utilizzandoli come vettore. 
Dalldorf tentò di isolare questi virus protettivi dalle feci dei pazienti poliomielitici 
e scoprì virus che imitavano una poliomielite blanda o non paralizzante. I virus 
derivarono il nome di Coxsackie, da un piccolo paese sul fiume Hudson nello 
stato di New York dove Dalldorf aveva lavorato  sui primi campioni di feci (La 
Placa M et al., 2008). La scoperta dei Coxsackievirus ha fornito nello stesso 
tempo ulteriori conferme al dato sperimentale che alcuni virus possono interferire 
sull’infettività e nella replicazione di altri.  I topolini infettati con virus Coxsackie 
acquistavano immunità  nei confronti dei Poliovirus; tale effetto protettivo 
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risultava inoltre più marcato e portava alla sopravvivenza di un maggior numero 
di cavie se l’inoculazione dei Coxsackie avveniva prima piuttosto che in 
contemporanea all’iniezione intracerebrale del virus della poliomelite (Dalldorf 
G, 1950). L’immunità non era però dovuta al fenomeno dell’interferenza virale o 
alla competizione da parte dei virus per un particolare recettore cellulare. Studi 
successivi condotti dagli scienziati Jean Lindermann e Alick Jsaacs hanno chiarito 
il ruolo in questo processo di alcuni peptidi specifici, in grado di stimolare la 
risposta immunitaria dell’ospite e di inibire la replicazione virale: gli Interferoni 
(INF). Esistono tre tipi principali di interferoni, di cui fanno parte diversi 
sottotipi. Quelli che vengono sintetizzati per attenuare la replicazione virale sono 
gli interferoni di tipo I, in particolare l’ INF  (alfa), l’ INF  (beta) e l’ INF W 
(Male D, Immunology, 2006).  
Gli interferoni, citochine infiammatorie, che in seguito all’infezione virale, 
segnalano la presenza del virus alle cellule circostanti, diffondono da cellula a 
cellula e attivano vie di trasduzione del segnale specifiche. I virus ad RNA sono 
quelli che maggiormente stimolano la produzione di INF che a loro volta 
promuovono l’ attivazione di un gruppo di geni coinvolti nella protezione della 
cellula, che acquisisce uno “stato antivirale”. Questo stato è mantenuto in 
particolar modo da due enzimi che inibiscono la sintesi proteica: uno dei due 
agisce indirettamente sulla sintesi proteica, provocando la degradazione dell’RNA 
virale, mentre il  secondo interviene in maniera diretta, inibendo l’allungamento 
della catena peptidica (Stark GR et al, 1998; Cheney KM, McKnight Á, 2010). 
I virus Coxsackie sono classificati in due gruppi: gruppo A (23 sierotipi) e 
gruppo B (6 sierotipi) a seconda dei cambiamenti istopatologici che producono in 
seguito ad iniezione intraperitoneale o sottocutanea in topini neonati: il gruppo A 
produce una paralisi flaccida dovuta  a necrosi acuta dei miociti; il gruppo B (da 
“body”) produce paralisi spastica, causa effetti meno gravi ma il danno prodotto 
interessa molti più organi, compresi cuore, pancreas, cervello, fegato e muscolo 
scheletrico (La Placa M et al., 2008). 
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I Coxsackie B sono caratterizzati da un genoma a RNA monocatenario con 
polarità positiva di circa 7-8 Kb, che codifica per quattro proteine strutturali 
principali. Il capside e’ icosaedrico di 28-30 nm (La Placa M et al., 2008).  
 
1.5 Meccanismo d’ infezione dei virus cardiotropici 
 
Le miocarditi ad eziologia virale sono il risultato dell'interazione tra processi 
virali e risposte immunitarie dell’ospite, quindi sia la risposta immunitaria innata 
che quella adattativa rappresentano fattori importanti nel determinare la severità 
del danno al miocardio (Lindner et al., 2009).  
Il meccanismo patogenetico d’infezione del miocardio da Adenovirus ed 
Enterovirus non è ancora stato del tutto chiarito. Recenti studi riportano che il 
recettore “Coxsackie and Adenovirus Receptor” (CAR) e il co-recettore “Decay-
Accelerating Factor” (DAF-CD55) permetterebbero il riconoscimento e 
l’adsorbimento del virus agendo sinergicamente (Bergelson JM et al., 1997; 
Tomko RP et al., 1997).  
 
Il recettore CAR e’ una proteina di 46 kDa espressa, tra l’altro, sulla superficie 
delle cellule cardiache. E’ codificato dal gene CXADR, lungo 53 chilobasi e 
localizzato sul cromosoma 21. L’ortologo murino cxadr è localizzato sul 
cromosoma 16, è lungo 35 chilobasi e la proteina che codifica mostra l’80% di 
omologia con il cDNA del CAR umano (Verdino P et al, 2010; GeneBank). 
Esistono due isoforme del recettore, una delle quali possiede un dominio 
citoplasmatico di 94 amminoacidi (CARex7) e l’altra di 107 amminoacidi 
(CARex8). L’organizzazione del gene murino rispecchia quella del gene umano 
(Excoffon KJ et al, 2010).  Presenta due domini extracellulari del tutto simili a 
quelli delle immunoglobuline pertanto viene considerato un membro di questa 
superfamiglia (Selinka HC et al, 2004). In questa famiglia sono inclusi recettori 
cellulari con funzione di adesione, co-recettori e molecole co-stimolatorie del 
sistema immunitario, molecole coinvolte nella presentazione dell'antigene ai 
linfociti (APC), recettori delle citochine e numerose proteine solubili delle fibre 
muscolari. I membri di questa famiglia sono accomunati dal  possedere strutture 
29 
 
conservate nel dominio extracellulare in quanto tutti presentano un Ig-like domain 
(Terence SD et al, 2009). Il dominio distintivo delleImmunoglobuline mostra un 
caratteristico ripiegamento a “sandwich”, formato da 7 a 9 nastri   raggruppati in 












Figura n. 8: Motivo a chiave greca nella struttura delle proteine; wikipedia.it. 
 
In condizioni normali si osserva un basso livello di espressione del recettore CAR 
sulla membrana plasmatica delle cellule cardiache, mentre una quantità più 
elevata dello stesso si ritrova a livello dei dischi intercalari, ovvero quelle regioni 
di massima importanza per l'integrità funzionale del cuore che lo rendono, per le 
loro particolari proprietà, un sincizio funzionale (Selinka HC et al., 2004). Nei 
tessuti adulti sono presenti sia l’isoforma CARex8 sia l’isoforma CARex7; entrambe 
permettono l’internalizzazione dei Coxsackievirus nelle cellule suscettibili in vitro 
e in vivo, ma hanno diversa localizzazione al livello cellulare (Excoffon KJ et al, 
2010): nelle cellule polarizzate degli epiteli, nelle quali si distinguono 
funzionalmente una parte apicale dotata di strutture specializzate (come i 
microvilli dell’epitelio intestinale) e una parte basale che poggia su un connettivo 
a funzione trofica, CARex8 si localizza in maniera diffusa su tutta la superficie 
della membrana, mentre CARex7 si localizza specificamente al livello della 
membrana basolaterale, in particolar modo sulle giunzioni strette. Anche nel cuore 
umano e murino adulto è stata rilevata l’espressione di entrambe le isoforme, e 
CARex7 è localizzata prevalentemente nei dischi intercalari interposti tra i 
cardiomiociti (Shaw AC et al, 2004). L’espressione di CAR è necessaria e 
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sufficiente perché avvenga l’internalizzazione dei Coxsackievirus nei 
cardiomiociti umani e murini (Tomko PR et al, 1997).  L’adsorbimento dei virus 
alla cellula avviene tramite il legame del canyon virale ai domini 
immunoglobulinici del recettore CAR (Mariscal LG et al, 2009). 
 
Molti studi dimostrano come l’espressione del gene che codifica per il recettore 
CAR sia upregolata nel tessuto cardiaco di pazienti affetti da insufficienza 
cardiaca dovuta a CMD; tale sovraespressione proteica potrebbe contribuire al 
rafforzamento della diffusione del virus, amplificando ulteriormente la malattia 
infiammatoria miocardica (Selinka HC et al., 2004). 
 
Il co-recettore DAF è una proteina regolatoria del complemento di 70 kDa ed è 
abbondantemente espressa a livello delle cellule epiteliali ed endoteliali (Selinka 
HC et al., 2004). Sono note due principali forme del DAF, frutto di splicing 
alternativo, una delle quali è una proteina di membrana e l’altra una proteina 
solubile, espressa a livelli inferiori rispetto alla prima (Osuka F et al, 2006). La 
proteina di membrana si inserisce nel doppio strato di fosfolipidi grazie ad 
un’ancora di glicofosfatidilinositolo (GPI), e presenta quattro domìni 
extracellulari in grado di legare le proteine C1-C6 del sistema del complemento, 
effettori della lisi osmotica dei patogeni e delle cellule riconosciute come estranee 
o pericolose (Williams P et al, 2003). La proteina DAF è un recettore di 
membrana, sfruttato anche dai Coxsackievirus per l’internalizzazione nelle cellule 
suscettibili (Bergelson JM et al, 1994), e l’espressione sulla membrana 
eritrocitaria è connessa alla funzione regolatoria del recettore sul sistema del 
complemento: DAF è in grado di inibire l’assemblaggio dell’enzima C3-
convertàsi in assenza di patogeni, proteggendo le cellule dalla lisi autologa 
(Uhrinova S et al, 2003). A qualunque via di attivazione sia soggetto il sistema del 
complemento, evento comune e indispensabile è la formazione precoce del 
complesso enzimatico C3 convertàsi. In questo quadro si inserisce l’azione 
fondamentale della proteina DAF, che interviene nella via classica e in quella 
alternativa del sistema del complemento prevenendo la lisi delle cellule autologhe, 
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rendendole riconoscibili come “self” da parte del sistema immunitario (Harris CL 
et al, 2007).  
Data la sua espressione sulla superficie apicale delle cellule endoteliali, DAF 
risulta coinvolto nella diffusione dell'infezione virale ai differenti organi 
bersaglio; il co-recettore potrebbe potenziare l’ingresso del virus nel cuore ed 
amplificare la successiva diffusione dell’infezione ad altri organi (Selinka HC et 
al, 2004), ma non è indispensabile per l’interazione e penetrazione del virus per la 
cui azione è sufficiente la sola presenza del recettore CAR, sebbene pare che il 
primo contatto del virus sia con il DAF. 
 E’ stato dimostrato che il recettore CAR e il co-recettore DAF presentano una 
stretta associazione spaziale a formare un “CAR-DAF Receptor Complex” che, 
per la sua collocazione sulla superficie apicale delle cellule, permetterebbe 
un’efficiente internalizzazione e diffusione virale sia in senso verticale che 




Fig n. 9 CAR/DAF receptor complex (Selinka et al.,2004)  
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Oltre all’associazione sinergica con il recettore CAR, il co-reccettore DAF 
sarebbe coinvolto nella diffusione dell'infezione virale ai differenti organi 
bersaglio secondari poiché risulta espresso sulla superficie apicale delle cellule 
endoteliali. Infatti, è proprio in relazione alla distribuzione del corecettore DAF a 
livello tissutale, che si ha un effetto amplificato del virus (Selinka HC et al., 
2004).  
L’ infezione  da Enterovirus diffonde a gli organi secondari perchè il virus 
attraversa molto efficacemente numerosi strati di cellule epiteliali del tratto 
gastrointestinale o del tratto respiratorio nel corso dell'infezione sistemica 
(Selinka HC et al., 2004). Come noto, i tessuti epiteliali sono caratterizzati dalla 
presenza di cellule polarizzate contigue, unite le une alle altre mediante giunzioni 
strette, le quali poggiano su una lamina basale sintetizzata dalle stesse cellule. E' 
stato recentemente dimostrato che sulle cellule epiteliali polarizzate l'espressione 
delle proteine CAR è limitata a tali giunzioni strette, a livello delle quali si trova 
una proteina strutturale che funziona da recettore virale: la molecola di adesione 
giunzionale (JAM) (Figura n.10)  , ovvero il recettore per Reovirus (Selinka HC et 
al., 2004) . 
 
 
Fig. n. 10 Localizzazione del recettore CAR sull’epitelio-medical.net 
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Grazie alle interazioni specifiche dei Reovirus con JAM e dei Coxsackie virus e 
Adenovirus con il recettore CAR, i membri di queste tre famiglie di virus 
utilizzano le giunzioni strette per superare la stretta barriera dell' epitelio 
gastrointestinale. Poiché CAR è espresso solo nelle giunzioni strette basolaterali, 
tale recettore non è facilmente accessibile al virus. La proteina DAF è 
abbondantemente espressa sulla superficie apicale delle cellule e può fornire il 




Fig. n. 11    (Liu et  Opvasky 2000) 
 
 
Secondo recenti studi il CAR-DAF Receptor Complex consentirebbe la 
penetrazione del virus nelle cellule anche attraverso transcitosi (Selinka HC et al., 
2004), un tipo di pinocitosi utilizzata dagli organismi pluricellulari per trasportare 
selettivamente macromolecole tra due ambienti delimitati da una cellula 
polarizzata, ad esempio tra la superficie apicale e basolaterale di una cellula 
epiteliale. 
In particolare, il processo della transcitosi presenta delle tappe in comune con 
l’endocitosi clatrina-dipendente. Le vescicole endocitotiche, infatti, una volta 
perso il rivestimento di clatrina, si fondono con particolari endosomi apicali (o 
basolaterali), gli endosomi di smistamento apicali (o basolaterali), i quali 
trasferiscono il materiale a endosomi riciclanti basolaterali (o apicali). Questi si 
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fondono con la membrana basale o apicale e riversano le macromolecole nel 
versante opposto basale (o apicale) (Alberts B et al., 2009). 
E' già stato evidenziato in precedenza il fatto che un virus cardiotropico debba 
attraversare un gran numero di differenti cellule e tessuti, che esprimono ciascuno 
particolari e specifiche proteine recettoriali, prima di raggiungere la destinazione 
finale delle cellule cardiache, i miociti. Le barriere epiteliali e quelle endoteliali 
possono dunque essere superate attraverso un'infezione virale o mediante 




Fig. n. 12  Transcitosi  (Selinka et al., 2004) 
 
Una ri-espressione della proteina CAR è stata ben documentata in molte patologie 
cardiache, quali le miocarditi virali, e potrebbe essere interpretata come un pattern 
di ri-espressione embrionale che è stato infatti accertato per molte proteine 
coinvolte nelle patologie cardiache gravi. Questa ri-espressione del recettore CAR 
causerebbe un riassortimento strutturale del miocardio e soprattutto aumenterebbe 
la suscettibilità all’infezione virale (Poller W et al., 2002). 
 








Nonostante i continui progressi raggiunti negli ultimi anni nella conoscenza dei 
meccanismi molecolari e cellulari della fisiopatologia cardiaca, ad oggi, mancano 
trattamenti farmacologici risolutivi in grado di preservare le cellule cardiache 
contrattili danneggiate durante l’infarto. Pertanto le uniche soluzioni possibili per 
curare questa patologia sono il trapianto d’organo o l’ impianto di cellule staminali 
(Forte G et al., 2009). 
 Il trapianto del muscolo cardiaco è difficilmente attuabile nella maggior parte dei 
soggetti infartuati per la difficoltà a reperire organi disponibili e allo stesso tempo 
compatibili con il ricevente. È elevato infatti il rischio di rigetto, che può 
presentarsi in forma acuta dopo i primi mesi, caratterizzato da considerevoli 
infiltrati linfocitari nel tessuto cardiaco, oppure in forma cronica, che compare 
negli anni successivi al trapianto come una lesione progressiva dei vasi di 
irrorazione del cuore (Crea F, Malattie del cuore, 2007). Altri fattori possono 
pregiudicare l’esito operatorio di un trapianto, quali infezioni sistemiche attive, 
malattie metaboliche, neoplasie, insufficienza renale, insufficienza epatica, 
ipertensione arteriosa, età. L’impianto di cellule staminali adulte potrebbe 
rappresentare un approccio terapeutico innovativo per curare la patologia cardiaca 
e sopperire al trapianto d’ organo (Forte G et al, 2009). Particolare attenzione è 
rivolta alle cellule staminali del midollo osseo (figura 13). Nel midollo, oltre alle 
cellule staminali che sostengono l’ematopoiesi (Hematopoietic staminal cell, 
HSC), esiste una sottopopolazione di cellule definite mesenchimali (Mesenchimal 
Staminal o Marrow Stromal Cells, MSC), scoperte nel 1973 da Friedenstein e che 
studi recenti hanno dimostrato trovarsi anche nei tessuti adulti (Schipani E, 
Kronenberg HM, 2009). Le cellule mesenchimali hanno delle enormi potenzialità 
di “self- renewal” e grande plasticità: a seconda degli stimoli differenti che 
ricevono in vivo o in vitro possono differenziarsi in osteoblasti, adipociti, 
condrociti o miociti. 
Il midollo osseo viene isolato nell’uomo mediante ago-aspirato e successivamente 
centrifugato con Percoll (WU JY et al, 2006) , mentre nel topo viene isolato 
mediante frantumazione meccanica delle ossa e successiva digestione con 
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collagenasi (XU S et al, 2006); le MSC vengono poi distinte e separate dalla 
componente ematopoietica grazie a specifici marcatori di superficie delle cellule 
staminali (SCA-1, CD90, CD105 e CD73) e/o in base a caratteristiche di crescita: 











Vari studi, infatti, hanno focalizzato l'attenzione sulle cellule staminali 
mesenchimali del midollo osseo umano (hMSCs) ritenendole ottime candidate per 
la terapia cellulare e l'ingegneria tessutale (Huang G et al., 2008; Abdallah BM et 
al., 2005). Le hMSCs rappresentano pertanto una popolazione di cellule staminali 
in grado di differenziarsi, sotto particolari condizioni, in molteplici tipi cellulari. 
E' stato osservato che queste cellule vanno incontro a senescenza in relazione 
all'arresto del loro ciclo di crescita e mostrano anche variazioni fenotipiche 
quando sono propagate in coltura per molto tempo (Abdallah BM et al., 2005). E’ 
stato dimostrato che il gene che codifica per la subunità catalitica della telomerasi 
umana (hTERT) può prolungare la durata della vita delle hMSCs e mantenere il 
loro potenziale di differenziamento osteogenico (Huang G et al., 2008). Al fine di 
dimostrare l'enorme potenzialità di tali cellule, è stata allestita una linea di hMSCs 
trasdotta con hTERT esogeno (hTERT-hMSCs); da questa coltura madre sono 
state ottenute varie subcolture le quali, sotto induzione adipogenica, condrogenica 
e osteogenica, ciascuna si è differenziata rispettivamente in adipociti, condrociti 
ed osteociti. Le analisi del cariotipo non hanno mostrato significative anormalità a 
livello cromosomico nelle hTERT-hMSCs, né queste cellule hanno sviluppato 
tumori quando sono state impiantate in topi non affetti da SCID (Huang G et al., 
2008).  
Quindi l'introduzione della subunità catalitica della telomerasi nelle hMSCs 
mantiene il fenotipo delle cellule staminali; in questo modo e’ possibile ottenere 
un numero sufficiente di cellule da utilizzare per studi meccanicistici del 
differenziamento cellulare e per i protocolli di ingegneria dei tessuti.  
L'attenzione non è stata rivolta solamente alle cellule staminali mesenchimali del 
midollo osseo ma anche ad altri tipi cellulari differenziati. Allo scopo di verificare 
se sia possibile generare in vitro, da differenti tessuti umani adulti, popolazioni di 
cellule che si comportino, in coltura, come cellule staminali multipotenti 
(Beltrami AP et al., 2007), sono state propagate in coltura linee cellulari ottenute 
da vari organi, tra i quali fegato umano adulto, cuore e midollo osseo. Le cellule 
ottenute dai tre differenti tessuti hanno espresso fattori di trascrizione specifici 
dello stato di pluripotenza, hanno mostrato attività telomerasica e mantenuto un 
contenuto diploide di DNA. Inoltre, è stato evidenziato come tali cellule 
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condividessero un comune pattern di espressione indipendentemente dal tessuto 
dal quale erano state isolate. Tali risultati dimostrano come sia possibile 
ottimizzare un protocollo in vitro per generare ed espandere cellule da molti 
organi che potrebbero essere indotte ad acquisire le caratteristiche morfologiche e 
funzionali di particolari cellule mature, anche non connesse al tessuto di origine. 
 
La terapia cellulare con impianto di cellule staminali adulte, con capacità di 
generare nuovi cardiomiociti, potrebbe quindi rappresentare un approccio 
risolutivo per rimpiazzare i cardiomiociti danneggiati irreversibilmente in seguito 
all’infarto (Forte G et al., 2009). In particolare, le osservazioni descritte in 
precedenza in relazione alle cellule staminali mesenchimali umane possono essere 
ritenute valide anche per le cellule staminali mesenchimali murine. Recenti lavori, 
infatti, hanno focalizzato l’attenzione su una linea cellulare staminale 
mesenchimale murina (mTERT-MSC) ottenuta mediante trasfezione delle MSC 
con la subunità catalitica della telomerasi murina (Forte G et al., 2009). Tale linea 
cellulare manteneva la capacità tipica delle cellule staminali mesenchimali di auto 
rinnovarsi, ed esprimeva continuamente caratteristiche fenotipiche proprie delle 
MSC. Inoltre, le cellule mTERT-MSC conservavano le caratteristiche funzionali 
delle MSC appena isolate in coltura, senza manifestare segni di senescenza o 
eventi di differenziamento spontaneo. 
 
 Una linea ingegnerizzata C-TERT è stata recentemente ottenuta dalle cellule 
cardiache del ceppo murino Mus musculus strain C57BL (Istituto di Cardiologia 
Molecolare e Cellulare, Roma Tor Vergata). Queste linee cellulari mantengono 
elevato il potenziale rigenerativo ed esprimono continuamente fattori di 
trascrizione e caratteristiche fenotipiche proprie dello stato di pluripotenza; 
inoltre, le cellule mantengono un contenuto diploide di DNA, hanno un comune 
pattern di espressione genica, indipendente dal tessuto di provenienza, e grazie 
all’induzione dell’attività telomerasica mediante trasfezione del gene che codifica 
la subunità catalitica dell’enzima non manifestano segni di senescenza o eventi di 
differenziamento spontaneo (Forte G et al, 2009). Tali risultati dimostrano come 
sia possibile elaborare un protocollo in vitro per selezionare ed espandere, da 
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diversi organi, cellule staminali adulte che potrebbero essere indotte ad acquisire 
caratteristiche morfologiche e funzionali di cellule mature, connesse o meno al 
tessuto di provenienza. L’ottimizzazione di una terapia cellulare, che preveda 
l’impianto di cellule staminali cardiache adulte con capacità di generare nuovi 
cardiomiociti, potrebbe rappresentare un approccio risolutivo per rimpiazzare le 
cellule irreversibilmente danneggiate durante l’infarto ( Cook MM et al, 2008; 
Forte G et al, 2009). 
 
 
1.7 Sensibilità alle infezioni 
 
Le malattie infettive virali rappresentano una delle maggiori cause di morte nei 
paesi industrializzati, perciò l’ identificazione delle varianti genetiche che 
modulano la suscettibilità alle infezioni costituisce un elemento fondamentale 
nella ricerca di nuovi approcci terapeutici e farmacologici curativi e preventivi. I 
virus hanno contribuito a modellare la variabilità genetica umana, aumentando o, 
talvolta, diminuendo la predisposizione alle infezioni. 
Analisi genetiche e bioinformatiche rivelano che il genoma di moltissimi 
mammiferi, compreso l’uomo, contiene numerosi “endogenous viral elements” o 
EVEs (Katzourakis A, Gifford R,  2010), ossia veri e propri “fossili molecolari” 
di antichi virus, retaggio di antiche infezioni e soggetti a milioni di anni di 
evoluzione. Nel genoma dei mammiferi, la maggior parte degli EVEs deriva da 
retrovirus, che si integrano nel genoma dell’ospite proprio per le peculiarità del 
loro ciclo vitale, che prevede un passaggio di retrotrascrizione da RNA a DNA; 
meno diffusi, ma ugualmente riscontrabili, sono EVEs derivati dall’integrazione 
di virus non retrovirali mediante la ricombinazione omologa con il DNA 
genomico dell’ospite. Durante il processo evolutivo, questi virus si sono integrati 
nelle linee germinali delle specie infettate, e si sono trasmessi fino ai giorni nostri 
in maniera del tutto silente o determinando un certo grado di variabilità genetica. 
Un esempio lampante è costituito dal gene EBNL-1 del bornavirus, integratosi 
stabilmente nel genoma dei primati moderni (Johnson We, 2010). Questo gene 
codifica una proteina che si mostra in grado di riconoscere l’ RNA virale della sua 
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stessa famiglia e di difendere le cellule da possibili sovra infezioni, degradandolo, 
mentre non influenza in altro modo la fisiologia dell’ospite. Esiste quindi una 
complessa relazione evolutiva tra i virus e il genoma dell’organismo infettato, 
sottoposto ad una costante pressione selettiva e costretto ad adattarsi e modificarsi 
in maniera plastica per rispondere attivamente alle infezioni virali. 
 
L’andamento di malattie infettive causate da diversi microrganismi è influenzato 
in modo sostanziale dalla variabilità genetica dell’ospite, in relazione soprattutto 
ai meccanismi di difesa, e fa riferimento ad una variabilità poligenica nella 
diversa suscettibilità dei vari individui e delle varie popolazioni (Veliov VM 2005; 
Abdel-Azim GA et al., 2005). E’ noto che esistono soggetti geneticamente 
resistenti alle infezioni. 
Per alcune infezioni, come la lebbra, la malattia è riferita a gruppi familiari, ma 
spesso è difficile stabilire l’importanza relativa della vicinanza ad un caso indice e 
dei geni condivisi. Tuttavia, l’aumentato rischio di malattia in fratelli rispetto alla 
popolazione generale è un indice utile di importanza della componente genetica in 
una malattia multifattoriale (Weeks DE et al., 1995) e sembra incrementato di 1.5-
5 volte a seconda delle diverse malattie infettive. 
Studi su gemelli omozigoti hanno dimostrato una più alta concordanza di 
infezione rispetto a gemelli eterozigoti sia per tubercolosi che per lebbra, per 
malaria, per Helicobacter pilori, per poliomielite e per infezioni persistenti da 
virus dell’epatite B.  
In generale, è stato relativamente più facile dimostrare che i fattori genetici 
svolgono un ruolo significativo nelle infezioni in cui solo una proporzione di 
soggetti infetti sviluppano malattia di tipo cronico anziché acuto e nella severità 
delle infezioni piuttosto che dimostrare il ruolo svolto dai fattori genetici nella 
suscettibilità alle infezioni stesse. 
Recenti studi incentrati sulle mutazioni puntiformi del genoma o SNPs (single 
nucleotide polimorphism) di 52 popolazioni distribuite in tutto il mondo, e un 
confronto con i virus diffusi nelle rispettive regioni geografiche di provenienza, ha 
permesso di scoprire in 139 geni oltre 400 differenti mutazioni che aumentano 
fortemente il rischio delle persone di contrarre i virus esaminati (Fumagalli M et 
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al, 2010).  Per individuare i diversi alleli di suscettibilità, i geni in esame nelle 
popolazioni sono stati confrontati con l’ HGDP-CEPH , Human Genome Diversity 
Cell Line Panel: una collezione di 1064 campioni di DNA provenienti da individui 
distribuiti in tutto il mondo e resi pubblici proprio per permettere lo studio delle 
variazioni genetiche (Rosemberg NA, 2006). 
 
1.8 Resistenza alle infezioni da HIV, HCV, HBV, CMV 
 
Per produrre malattia questi virus devono entrare nell’ospite, moltiplicarsi nella 
zona di penetrazione e nei tessuti, diffondersi dal sito di ingresso ed evadere o 
sopraffare la risposta immune. A ciascuno stadio del processo infettivo geni 
specifici dell’agente infettante e geni dell’ospite determinano la virulenza del 
virus stesso. Ciascuna di queste tappe può incontrare resistenza da parte 
dell’assetto genetico dell’ospite e pertanto tali virus non riescono a causare 
infezione, ad esprimere i loro geni e quindi non producono progenie virale 
infettante e infine non provocano evasione/sopraffazione del sistema immune.  
 
Resistenza all’infezione da virus HIV  
 
Da tempo è noto che un polimorfismo autosomico dominante, CCR5Delta32, è 
compatibile con le funzioni immunologiche umane normali, ma incompatibile con 
l’ingresso dell’HIV nelle cellule competenti. In particolare, lo stato omozigote 
rende il soggetto refrattario all’infezione da HIV, nonostante ripetute esposizioni 
(questo polimorfismo è presente nei caucasici in circa il 5% dei soggetti), mentre 
lo stato di eterozigosi rende “long term survivors” (i soggetti sono infetti ma la 
loro progressione clinica è molto più lenta rispetto alla controparte recessiva 
omozigote, per la difficoltà che il virus incontra a diffondersi nell’organismo) 
(Julg B et Goebel FD 2005; Li M et al., 2005). La selezione e l’inoculo di cellule 
staminali midollari portatrici del polimorfismo CCR5Delta32 omozigote potrebbe 
essere utile nei soggetti in trattamento per linfoma aggressivo, in cui è già 
riconosciuta la validità del trapianto midollare nel trattamento dell’aplasia 
42 
 
midollare da chemioterapia aggressiva (Krishnan A et al., 2005) e potrebbe essere 
proposto nelle fasi più gravi dell’immunodeficienza stessa. 
Altre ricerche sulla refrattarietà all’infezione virale sono in corso per comprendere 
la mancata trasmissione di HIV tra partners sessuali non concordanti; una delle 
possibili cause potrebbe essere rappresentata prevalentemente dalla variabilità di 
alcuni parametri, quali suscettibilità linfocitaria al virus, immunità cellulo-mediata 
o produzione di interferone gamma, piuttosto che a caratteristiche genetiche virali 
(Bienzle D et al., 2000).  
E’ stato messo in evidenza, inoltre, che l’omozigosi per l’aplogruppo CCR2b-64I 
potrebbe procurare resistenza all’infezione da HIV in prostitute esposte per lungo 
termine ad HIV in Tailandia (Yang C et al., 2003); questo studio richiede 
comunque conferma con soggetti con assetto genetico diverso.  
L’infezione da HIV è stata considerata per molto tempo una controindicazione 
assoluta al trapianto d’organo. Tuttavia, in considerazione dell’ottima risposta 
clinica alla terapia combinatoria precoce ad alte dosi ed alla conseguente buona 
aspettativa di vita, è aumentata l’esigenza di trapianto d’organo. Pertanto, sono 
stati eseguiti trapianti per varie patologie: 
 
 miocardiopatia cronica: trapianto cardiaco (Calabrese LH et al., 2003); 
 insufficienza renale: trapianto di rene (Roland ME et al., 2003); 
 linfoma aggressivo: trapianto di cellule staminali emopoietiche; 
 insufficienza epatica in HCV positivi: trapianto di fegato (Molina A et al., 
2003).  
 
Lo studio di tutti i fattori di resistenza all’infezione virale da HIV potrebbe 
costituire un passo importante nel controllo dell’infezione qualora i soggetti che 
necessitassero di trapianto di cellule staminali midollari, che si differenziano in 
progenitori emopoietici, potessero avere infuse cellule staminali resistenti ad HIV 
nel midollo. La selezione e l’inoculo di cellule staminali midollari, portatrici del 
polimorfismo CCR5Delta32 omozigote che le rende resistenti ad HIV,  sono stati 
determinanti nella cura dei soggetti affetti da aplasia midollare, causata dalla 
chemioterapia nel trattamento del linfoma aggressivo (Krishnan A et al, 2005). In 
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futuro il trapianto midollare potrebbe diventare un gold standard nella cura 
dell’AIDS persino nelle sue fasi più gravi, se quanti necessitassero di trapianto di 
cellule staminali midollari, che si differenziano in progenitori emopoietici, 




Resistenza ad HCV 
 
L’infezione da virus dell’epatite C può essere asintomatica, autolimitante o 
persistente (come avviene nella maggior parte dei soggetti infetti); HCV è 
responsabile di un vasto spettro di lesioni epatiche croniche che variano dalla 
minima infiammazione alla cirrosi od al carcinoma epatocellulare (Hoofnagle JH, 
2002). Manifesta un marcato tropismo per il fegato, poiché, dopo essere entrato 
nel torrente circolatorio ematico, l’HCV si lega prevalentemente a recettori epatici 
quali lipoproteine a bassa densità (LDL). 
Studi epidemiologici suggeriscono che nei soggetti con infezione persistente 
(circa l’80%) la cirrosi può svilupparsi anche dopo circa 20 anni dal contagio e 
l’insufficienza epatica e la neoplasia possono manifestarsi generalmente anche 
dopo 28-30 anni. In alcuni pazienti il tasso di progressione è mediamente molto 
rapido, mentre in altri è molto lento. Inizialmente questa diversità è stata imputata 
alla variabilità virale, ma non esistono evidenze che il genotipo virale influenzi 
direttamente la guarigione dall’infezione. Inoltre, sono state riportate in letteratura 
varie prove conflittuali sulla possibilità che il genotipo virale influenzi l’avanzare 
della fibrosi in soggetti con infezione persistente.  
Fattori ambientali e dell’ospite sembrano essere più importanti del genotipo virale 
riguardo l’evoluzione in fibrosi. Il sesso maschile, il consumo eccessivo di alcool, 
l’acquisizione dell’infezione dopo i 40 anni sono tutti fattori che sembrano essere 
associati ad una fibrosi più severa (Bowen DG et Walker CM, 2005). Diversi studi 
hanno mostrato che la risposta linfocitaria T agli antigeni HCV differisce 
quantitativamente e qualitativamente tra i soggetti che spontaneamente guariscono 
dall’infezione e quelli che hanno infezione persistente e differisce anche tra le 
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persone che rispondono alla terapia con interferone rispetto a quelle che non 
rispondono. A tale proposito è stata molto studiata l’influenza del genotipo MHC 
di classe II sull’evoluzione dell’infezione anche se i lavori che riconoscono che 
alleli specifici siano associati ad evoluzioni cliniche specifiche non sono sempre 
consistenti (Thursz M et al., 1999). 
In mancanza di studi su gemelli omozigoti, soltanto l’evidenza circostanziale 
sostiene l’ipotesi secondo cui l’assetto genetico dell’ospite contribuisca 
all’evoluzione clinica dell’infezione da HCV. Quindi, i meccanismi che sono alla 
base della guarigione e della persistenza di malattia devono, ancora oggi, essere 
sostanzialmente identificati (Yenigun A et Durupinar B, 2002).  
I possibili meccanismi di induzione dell’epatocarcinoma (HCC) da parte del virus 
HCV sono ancora poco conosciuti, ma alla loro base si trovano certamente 
l’elusione della risposta immunitaria mediante l’ ipervariabilità antigenica e 
probabilmente l’azione diretta della proteina virale NS5, che conferisce resistenza 
all’ interferone e inibisce l’ apoptosi nelle cellule infettate. Analisi di microarray di 
HCC suggeriscono inoltre una sovra-regolazione di geni coinvolti nella crescita 
cellulare (Cicline CDC20, CDK4, Myb) e una regolazione differenziale di geni 
coinvolti nella cascata di trasduzione del segnale (-catenina, metallo proteinasi) 
(Bassiouny AE et al, 2010). Sia nell’ uomo sia nel modello murino, recenti 
ricerche hanno chiarito il ruolo dei linfociti CD8+  nella clearance dell’HCV, 
evidenziando però come, nei casi di infezione virale persistente causata dalla 
variabilità antigenica, l’attivazione incontrollata del sistema immunitario 
contribuisce ad un danno immunopatologico costante che influenza la patogenesi 




Resistenza all’infezione da HBV 
 
Anche l’infezione da HBV causa, in soggetti diversi, un quadro di infezione 
polimorfico che va dallo stato di portatore asintomatico (epatite criptica), 
all’epatite acuta, all’epatite cronica, fino alla cirrosi epatica ed al carcinoma 
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epatocellulare. Questa variabilità di evoluzione clinica dell’infezione è 
riconducibile a varie cause che comprendono fattori virologici, fattori 
immunologici dell’ospite e fattori genetici della cellula epatica dell’ospite, nonché 
l’incontro con gli antigeni virali (Kacprzak-Bergman et al., 2005). 
Sono in corso di studio i fattori genetici dell’ospite possibilmente coinvolti nel 
processo di infezione da HBV quali: geni che mediano il processo di ingresso 
virale negli epatociti (coinvolti nell’aggancio virale, nella fusione alla membrana 
cellulare e nel trasporto intracellulare), geni che modulano o controllano la 
risposta immune all’infezione da HBV, geni che partecipano alle alterazioni 
patologiche del tessuto epatico ed infine geni coinvolti nello sviluppo della cirrosi 
epatica e del carcinoma epatocellulare. Alcuni alleli del sistema HLA di classe II 
sono associati in modo non conclusivo alla manifestazione clinica dell’epatite 
acuta o cronica quali: DRD1*1302 o HLA DR13 o DQA1*0501-DQB1*0301-
DQB1*1102. Polimorfismi nei geni che codificano per le proteine che legano il 
mannosio (MBP) sono stati coinvolti nell’infezione cronica. Altri polimorfismi 
genici sono stati candidati e diversi polimorfismi di singoli nucleotidi potrebbero 
contribuire alla protezione dall’infezione cronica in combinazione o sinergia (Kim 
YJ et Lee HS, 2005). 
Coorti di pazienti con diverse situazioni cliniche di infezione da HBV devono 
essere studiate per comprendere la complessa partecipazione dei fattori genetici 
dell’ospite (Wang FS, 2003).  
 
Resistenza all’infezione da CMV 
 
Il Citomegalovirus appartiene alla famiglia Herpesviridae e, in quanto tale, è 
sospettato di essere oncogeno; l’infezione da CMV è infatti candidata come 
possibile co-fattore nello sviluppo di tumore della cervìce uterina causato dal 
papillomoma virus 16 (HPV16) (Szostek S et al, 2009). Dati in letteratura 
evidenziano anche la connessione tra la sieropositività al CMV e numerose 
malattie cardiovascolari ad alto tasso di mortalità (Simanek Al et al, 2011). 
L’infezione è spesso asintomatica (sia primaria, sia ricorrente), o con sintomi 
modesti: febbre persistente, astenia, mialgia, adenomegalia, linfoadenopatia 
46 
 
(prima simil mononucleosica). Sono sede di infezione primaria multipla le cellule 
epiteliali, le mucose, i linfonodi; dopo l’infezione primaria il CMV rimane in 
forma latente per tutta la vita nel sangue periferico, nell'epitelio dei tubuli renali e 
nell'epitelio delle ghiandole salivari. 
L’infezione da herpesvirus 5, CMV, è la causa più frequente di morbidità e di 
rigetto di trapianto di organo solido. Anche se nessuna influenza genetica diretta 
sulla predisposizione all’infezione da herpesvirus CMV è stata riportata, studi su 
soggetti trapiantati di rene indicano che fattori dell’ospite influenzano il tipo di 
infezione, che varia dal 34 al 64% dell’infezione primaria contro un 8% di 
incidenza di infezione sintomatica (Ho M, 1994).  
La reattività delle cellule Natural Killer (NK) nell’infezione in vitro e in studi 
caso-controllo in vivo sembra svolgere un ruolo importante e potrebbe essere 
attribuibile, nell’uomo, ad un gene putativo, CMV1, omologo di un CMV1 
murino già identificato sul cromosoma 6 in mappe di “linkage” genetico (Depatie 
C et al., 1997). L’attivazione del recettore delle NK, Ly-49H, è criticamente 
coinvolta nella resistenza al CMV murino in vivo; esso richiede una sequenza 
immunorecettoriale attivabile dalla tirosina (ITAM) che contenga una molecola 
transmembrana per l’espressione e la traduzione del segnale (Brown MG et al., 




1.9 Geni coinvolti nella suscettibilità alle malattie infettive 
 
Sono stati applicati diversi approcci fra loro complementari per identificare i geni 
coinvolti nella suscettibilità a malattie infettive: 
 
 analisi  degli SNPs (single nucleotide polimorphism) di varie 
popolazioni distribuite al livello mondiale per verificare l’associazione tra 
mutazioni puntiformi e relativi outcome  (Fumagalli M et al, 2010; 
Rosemberg NA, 2006); 
 
 analisi dei geni candidati in studi di “caso-controllo”: la 
frequenza di varianti geniche sospette di avere ruolo nella suscettibilità 
alle infezioni o nella patogenesi delle malattie è più alta nei “casi” rispetto 
agli individui sani, ovvero ai “controlli” (Conti G, Terapia intensiva, 2007; 
 
 analisi di associazione semplice a malattie infettive in studi di 
famiglie affette/non affette e analisi di linkage in studi di individui non 
imparentati, per la comprensione delle malattie “multi-loci” complesse 
(Conti G, Terapia intensiva, 2007); 
 
 analisi di ricombinazione dei geni di suscettibilità condotte su 
animali da esperimento: questi studi hanno come scopo l’identificazione 
della controparte umana dei geni conresponsabili delle patologie in esame 
(Klug WS, Concetti di genetica, 2007); 
 
 
 knokout sperimentale per verificare gli effetti delle mutazioni 
nulle in geni candidati nella suscettibilità alle infezioni; anche questi studi 
contribuiscono all’identificazione della controparte umana dei geni in 




 analisi dei geni connessi all’immunità o alla resistenza innata                       
alle infezioni (De Souza PR et al, 2007; Picton AC, 2010). 
 
 
2. Scopo  
 
L’infarto del miocardio esita in fibrosi e non in rigenerazione tissutale. In caso di 
associazione a cardiomiopatia infettivo-virale, l’ effetto citopatico causato dai 
Coxsackievirus potrebbe interessare non soltanto i cardiomiociti adulti, ma anche 
le cellule staminali cardiache residenti, una cui compromissione fornirebbe una 
valida spiegazione della mancanza di self-renewal delle cellule cardiache per 
sopperire alla necròsi tissutale. Date tali premesse e considerando che :  
 
 soggetti diversi hanno evoluzione diversa di alcune infezioni e molti 
risultano resistenti (coppie di partners discordanti di cui un soggetto 
positivo); 
 
 l’espressione transitoria del recettore CAR modifica la suscettibilità alle 
infezioni con virus Coxsackie ed Adenovirus; 
 
 la specie Mus musculus strain C57BL risulta suscettibile all’infezione con 
virus Cocsakie B (Leipner C et al., 2004); 
 
 Allo scopo di selezionare cloni eventualmente resistenti all’infezione da virus 
cardiotropici, da poter poi espandere e perfondere al bisogno,  sono state acquisite 
colture di cellule staminali cardiache residenti murine (Mus musculus strain 
C57BL), ingegnerizzate con la sub unità catalitica della telomerasi (c-tert)  
(Laboratorio di Cardiologia Molecolare e Cellulare, università di Roma Tor 
Vergata), con ceppi vaccinali di Enterovirus umani, in particolare Coxsackie virus 
(ceppi B1-B6). Lo studio della suscettibilità all’infezione ai coxsakie virus di 
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queste colture cellulari, ha permesso di allestire un modello di infarto 
sperimentale murino. Tale modello sperimentale potrebbe essere applicato per 
studiare l’infettività di altri virus e per evidenziare le modificazioni cellulari e 
genomiche che avvengono in seguito all’infezione; scoprire nuovi marcatori 






















3.Materiali e Metodi 
 
3.1 Colture cellulari 
 
Le colture cellulari eucariotiche sono dei sistemi semplificati che permettono il 
mantenimento e l’ espansione di cellule in vitro (ex-vivo). Offrono inoltre il 
grandissimo vantaggio di poter ridurre la sperimentazione in vivo sugli animali, 
fornendo adeguati modelli per la ricerca in numerosi campi. Le colture cellulari 
rappresentano attualmente il più importante mezzo a disposizione per 
l’isolamento, la propagazione e l’identificazione dei virus animali (Poli G 1991). 
Con il termine generico di “colture di tessuto” si intendono cellule, tessuti od 
organi, provenienti da animali e mantenuti e fatti sviluppare in vitro per oltre  24 
ore. Più precisamente le colture di tessuto o d’organo si riferiscono ad espianti di 
tessuto od a frammenti d’organo le cui cellule sono rimaste ed hanno perciò 
conservato l’architettura originaria. Le colture di cellule, invece, sono ottenute da 
sospensioni cellulari allestite disgregando meccanicamente e chimicamente i 
tessuti: tali cellule, dopo la crescita, non presentano tracce della primitiva 
organizzazione e morfologia, assumendo un aspetto epitelioide o fibroblastico. 
Le cellule che compongono i tessuti od organi animali (epidermide, reni, testicoli, 
tiroide), oppure interi embrioni (pulcino, topo, uomo) vengono separate una 
dall’altra mediante l’azione di enzimi proteolitici (tripsina); le cellule così ottenute 
sono fatte crescere a 37 °C con terreni speciali di coltura, in adatti recipienti di 








Questi terreni, costituiti da soluzioni saline bilanciate e opportunatamente 
tamponate con sodio bicarbonato, contengono tutte le sostanze nutritizie di cui le 
cellule hanno bisogno: sali, idrati di carbonio, vitamine, aminoacidi, più 
supplementi indispensabili per la crescita cellulare (siero fetale bovino, al 5-10% 
per la crescita, all’1-3% per il mantenimento); inoltre possono essere addizionati 
di antibiotici ed antimicotici (penicillina, streptomicina, gentamicina, 
amphotericina B) per prevenire le contaminazioni batteriche e fungine che 
porterebbero a morte cellulare. L’aggiunta di rosso fenolo consente  di monitorare 
il terreno, che da un rosso-violaceo acceso vira al giallo per acidificazione ed 
esaurimento dei nutrienti da parte delle cellule.   Le cellule così coltivate crescono 
aderendo al fondo del recipiente dove formano un tappeto confluente 
monostratificato, in cui vengono a contatto l’una con l’altra. A questo punto, in cui 
non c’è più spazio libero da invadere, le cellule normali cessano di dividersi. 
Questo fenomeno è noto come “inibizione da contatto” della divisione cellulare. 
Le cellule possono anche moltiplicarsi in sospensione, cioè in recipienti in cui il 
terreno colturale viene mantenuto in continuo movimento ( colture in 
sospensione). 
Le colture cellulari si distinguono in: colture primarie, se le cellule provengono da 
tessuti od organi prelevati direttamente dall’animale; vengono considerate come 
tali finchè non vengono sub coltivate una prima volta, dando origine a colture 
secondarie. Le sub-colture di cellule primarie sono conosciute come colture di 
cellule diploidi, finchè almeno il 75%  delle cellule conserva le stesse 
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caratteristiche o cariotipo di quelle presenti nel tessuto od organo originario. Le 
cellule diploidi possono essere mantenute in vitro  per lunghi periodi, ma 
generalmente dopo 40-60 passaggi seriali degenerano, a meno che non 
sopravvengano mutazioni nel genoma, che danno luogo a cellule poliploidi o 
trasformate. Queste cellule trasformate ed, in genere, quelle ottenute dai tessuti 
neoplastici, divengono spesso capaci di riprodursi indefinitamente in vitro, dando 
origine alle cosiddette linee cellulari continue o stabilizzate, con caratteristiche 
altamente indifferenziate. Le linee cellulari continue, di origine sia epiteliale sia 
fibroplastica, possono essere mantenute indefinitamente in laboratorio mediante 
sub-culture ad intervalli regolari, oppure congelate a -70 °C (ghiaccio secco o 
congelatore) 0 a -196 °C (azoto liquido), previa sospensione in terreno di coltura 
contenente dimetilsulfossido o glicerina ( per stabilizzare la membrana cellulare). 
Le linee cellulari più comunemente usate per lo studio dei virus umani ed animali 
sono contrassegnate con le sigle HeLa (carcinoma della cervice umana), KB 
(carcinoma epidermoide della bocca umana), ecc.. 
La semina delle cellule è di consueto preceduta da una conta cellulare, effettuata 
attraverso l’utilizzo della camera di Burker (Mariottini Gl, Introduzione alle 
colture cellulari, 2003). Questo strumento consiste in una spessa lastrina di vetro 
rettangolare con un rilievo centrale, delimitato da ambo i lati da due scanalature 
parallele. Un solco trasversale divide il rilievo in due metà, ciascuna delle quali 















I due reticoli vengono coperti da un unico vetrino coprioggetto tenuto aderente da 
due morsetti laterali metallici. Questa adesione lascia tra la camera ed il 
coprioggeto uno spazio di 1/10 mm, che può contenere un volume di 1/10 di 
mm3. Ciascuna rete di conteggio è suddivisa in 9 quadrati delimitati da tre righe 
parallele per ciascun lato (Figura n. 16).  
Ogni quadrato ha un’area di 1mm2 ed un volume di 0,1 mm3; i quadratini medi 
che si delineano internamente hanno un’area di 1/25 mm2 ed un volume di 1/250 
mm3; i quadratini piccoli hanno un’area di 1/400 mm2 ed un volume di 1/4000 
mm3. La camera di Burker viene riempita per capillarità subito dopo aver 
effettuato una diluizione 1:10 della sospensione cellulare appena tripsinizzata con 
il colorante vitale tripan blu (es: 50l di sospensione cellulare e 450l di 
colorante). Il colorante permette di distinguere tra cellule vive e morte: quelle vive 
non si colorano in quanto la struttura della membrana cellulare è intatta, mentre 




Figura n 16 : reticolo della camera di Burker; selfpediatrico.it 
 
Vengono contate solo le cellule che risultano vive all’ osservazione al 
microscopio. Si contano le cellule in quattro quadrati e si effettua la media, in 
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modo da ridurre il margine di errore. Dato che un quadrato ha un volume pari a 
0,1 mm3, corrispondente a 0,1 unità, bisogna moltiplicare il numero medio di 
cellule osservate per un fattore pari a 10 per ricondurci all’ unità e 
successivamente moltiplicare per 1.000 , in maniera tale da avere il numero di 
cellule per ml. Le cellule crescono in adesione e vengono seminate in contenitori 
di vetro o plastica sterili (flasks) per una concentrazione finale di 2.500.000 
cellule in una singola flask, addizionate ad adeguati mezzi di coltura liquidi o 
“terreni” (Figura n.17). Le cellule così trattate vengono conservate in particolari 
incubatori, che mantengono condizioni ottimali di temperatura (37C) pressione 
parziale dell’O2  (95%), della CO2 (5%) e un’ umidità relativa che permette al 





Fig n. 17  Terreni per colture cellulari nei flaks e nelle capsulae petri-shutterstock-cells in culture 
  
Per far continuare la crescita, si utilizza un procedimento detto tripsinizzazione, 
col quale si staccano le cellule dal substrato cui sono adese, si pellettizzano 
centrifugandole per 8 minuti ad una velocità di 14.000 rivoluzioni per minuto 
(rpm), si risospendono in una piccola aliquota di terreno  per essere nuovamente 
inoculate negli appositi contenitori, per dare vita a colture secondarie (subculture) 







•La maggior parte delle cellule in coltura replica ogni 24-48 ore e deve essere sub-
coltivata ogni 3-4 giorni.
•Le cellule in sospensione sono diluite in nuovo terreno di coltura
•Le cellule in monostrato devono essere rimosse dalle superfici di crescita con enzimi




Fig. n. 18  Lezione “colture cellulari animali”  Gary Whittaker 
 
 
Le colture cellulari sono estremamente sensibili, e per maneggiarle occorrono 
specifiche competenze e strumentazione in grado di garantirne la sterilità. Tutte le 
operazioni di manipolazione vengono effettuate con strumentazione monouso e 
sterile sotto apposite cappe a flusso laminare verticale. 
 
Per la realizzazione degli esperimenti sono state utilizzate due tipi di colture 
cellulari: 
 cellule staminali adulte residenti cardiache murine (Mus musculus 
strain C57BL), ingegnerizzate con la subunità catalitica della 
telomerasi murina (C-TERT), coltivate con terreno fotosensibile 
brevettato (Di Nardo P, laboratorio di Cardiologia Molecolare e 
Cellulare, Università di Roma Tor Vergata) addizionato di siero fetale 
bovino ad una concentrazione pari al 10% del volume del terreno 
56 
 
utilizzato, concentrazione pari al 2% del volume del terreno durante 
l’ultima fase dell’allestimento delle “shell-vials” o delle micro piastre 
(Figura n. 19)   per l’infezione con Coxsackievirus ceppi B1-B6. Una 
concentrazione minore di siero favorisce infatti il processo infettivo. 
 
 cellule della linea di controllo KB, che sono suscettibili all’infezione 
con Enterovirus (Human Epidermoid Carcinoma, Istituto 
Zooprofilattico Bruno Ubertini), coltivate in terreno minimo DMEM, 
addizionato con il 10% di siero fetale bovino per l’espansione delle 
cellule e con il 2% di siero per l’allestimento delle “shell-vials” o delle 













3.2 Estrazione RNA 
 
Per verificare l’espressione del recettore CAR, responsabile della suscettibilità 
all’infezione con Enterovirus della linea staminale cardiaca murina c-tert, è stato 
estratto l’RNA (RNeasy Mini Kit Handbook, QIAGEN) dalla linea staminale 
cardiaca murina c-tert, isolata nel laboratorio di Cardiologia Molecolare e 
Cellulare, Università di Roma Tor Vergata, e dalla linea cellulare di controllo KB 
(Human Epidermoid Carcinoma, Istituto Zooprofilattico Bruno Ubertini).  
La qualità e la quantità dell’RNA estratto e’ stata analizzata mediante corsa 
elettroforetica su gel di agarosio (Figura n. 20) e analisi spettrofotometrica.  
Lo spettrofotometro, che permette la rilevazione della concentrazione dell’RNA 
nei campioni, esegue delle “letture” a tre diverse lunghezze d’onda, ovvero a 230 
nm (valore a cui carboidrati, proteine ed etanolo assorbono la luce); a 260 nm 
(valore di assorbimento delle basi dell’RNA);  a  280 nm (valore caratteristico di 
assorbimento delle basi del DNA).  I valori ottenuti  vengono elaborati da uno 
specifico programma computerizzato che estrapola: 1) l’indice di purezza 
dell’RNA dai carboidrati e dai residui chimici, espresso come rapporto tra 
l’assorbanza a 260 nm e a 230 nm; 2) l’indice  che rispecchia l’integrità dell’RNA 
e il grado di contaminazione da DNA genomico, espresso come rapporto tra 
l’assorbanza a 260 nm e a 280 nm. Per  essere significativi, tali indici devono 
risultare approssimativamente uguali a 2. Il principio dell’elettroforesi si basa sul 
fatto che campioni di DNA o RNA, caricati in pozzetti ottenuti con un apposito 
“pettine” nel gel di agarosio disciolto in tampone TAE, sottoposti ad un campo 
elettrico migrano in posizioni precise, determinate dall’ orientamento del campo, 
dai tempi della corsa e soprattutto dalla grandezza delle molecole: si ha così la 
“separazione” netta di bande, che possono essere confrontate con marcatori di 
peso molecolare o di dimensione (markers o ladders) per avere conferma della 
loro specificità e corrispondenza ai segmenti genici attesi. Le bande, visualizzate 
grazie ad un’apposita apparecchiatura a raggi UV, devono la loro luminescenza 
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all’aggiunta del Bromuro di Etidio al gel, un agente intercalante delle basi del 
DNA sensibile agli UV.  
 
                                                
Fig.  n. 20 Elettroforesi su gel di agarosio all’1% in TAE buffer 1X di 10µL di RNA estratto e 
 2 µL di blu di bromofenolo. 
 
 
3.3 Retrotrascrizione in cDNA  (RT-PCR) 
 
Su l’RNA estratto dalla linea staminale cardiaca murina c-tert e dalla linea 
cellulare di controllo KB, e’ stata eseguita una retro trascrizione a DNA 
complementare ( RT-PCR) con il primer  reverse specifico (TIB MOLBIOL). Il 
DNA complementare è stato successivamente amplificato mediante 
amplificazione polimerasica a catena (PCR). 
La reazione polimerasica a catena, ideata nel 1983 da Kary B. Mullis (Mullis 
1990), è una tecnica di biologia molecolare che permette di replicare in vitro una 
regione di DNA a doppio filamento utilizzando gli elementi di base del naturale 
processo di replicazione. In particolare, la RT-PCR è una metodica che consente di 
effettuare reazioni di retrotrascrizione, ovvero sintetizzare DNA complementare 
(cDNA) partendo da una stampo di RNA a singolo filamento che, una volta 
prodotto, viene amplificato per ottenere un gran numero di copie dello stesso. 
 
L’intero processo si articola in due fasi: 
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- Prima fase: PRE-RT in cui avviene l’annealing del primer antisenso 
all’RNA. La miscela di reazione è pertanto formata solo da questi due 
componenti l’ RNA  estratto (10l) e primer antisenso (3l) che vengono 
incubati per 10 minuti a 65°C. 
 
- Seconda fase: Reazione di retrotrascrizione. Vengono quindi aggiunti 
nella provetta i componenti della MIX, mantenendo tutti i componenti 
della reazione a 0°C per essere reincubati alle temperature di 55°C per 30 
minuti e di 85°C per 5 minuti. 
 
La MIX è composta dal Transcriptor RT Reaction Buffer 5x (4l), 
Protector RNase Inhibitor* (0,5l),  dNTPs (2l), l’enzima Transcriptor 
Reverse Transcriptase (0,5l) (Roche).  
 
 
Il profilo di amplificazione utilizzato è il seguente:  
                    
                     65°           10min 
                     55°           30min  
                     85°            5 min             




3.4 PCR con primer specifici 
 
L’espressione del recettore CAR sia nella linea cellulare c-tert che nella linea 
cellulare di controllo KB e’ stata rivelata attraverso una PCR con primer specifici 
(TIB MOLBIOL) (Sollerbrant K et al., 2007). 
La Reazione a catena della Polimerasi, elaborata e brevettata nel 1985 da Kary B. 
Mullis, è una metodica che ha rivoluzionato la ricerca biologica e trova ad oggi 
innumerevoli applicazioni in diversi campi. L’impiego di una DNA Polimerasi 
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termostabile (Taq Polimerasi, isolata dal batterio Thermophilus Aquaticus) ne 
garantisce una resa ottimale, poiché questo enzima è in grado di sopportare, senza 
andare incontro a denaturazione, le diverse temperature utili al processo, ottenute 
mediante l’apposito termociclatore programmabile (Figura n. 21 ). La polimerasi è 
in grado di sintetizzare filamenti complementari allo stampo grazie alla presenza 
di particolari sequenze dette primer o inneschi: si ha così l’amplificazione 
esponenziale di sequenze geniche prescelte. Il processo della PCR in dettaglio 
prevede diverse fasi (Dale WJ et al, Dai geni ai genomi, 2009):  
I° Step, denaturazione del DNA: 
la separazione del double strand del DNA avviene in un lasso di tempo di circa in 
30’’ alla temperatura di 94°C, alla quale i legami idrogeno tra le basi non sono più 
stabili. 
II° Step, annealing: 
l’appaiamento dei primers consiste in una ibridazione  DNA-DNA; questa dura 1’ 
e la temperatura ottimale, scelta solitamente in un intervallo compreso tra i 40° e i 
60°C, va calcolata a seconda di diversi parametri: la lunghezza in basi dei primer, 
il contenuto in purine e pirimidine ( e quindi la forza dei legami ), la specificità 
dell’appaiamento che vogliamo ottenere. 
III° Step, extension: 
innalzando la temperatura a 72°C, la Taq comincia a sintetizzare un nuovo 
filamento complementare allo stampo, con una processività di circa mille basi al 
minuto. I double strands prodotti nel primo ciclo saranno costituiti da un 
filamento stampo originale e da uno neosintetizzato, che terminerà in maniera 
aspecifica, in base al punto in cui si è fermata la Polimerasi nel momento 
d’interruzione del processo. Nei cicli successivi prevarranno i frammenti corti 








I primer utilizzati per l’amplificazione sono: 
      
       Forward                    5’-CGATGTCAAGTCTGGCGA-3’ 





Il profilo di amplificazione utilizzato è il seguente: 
                     
                      94°              1min 
                      52°              1min                   5 cicli 
                      72°              1,30min 
                      94°              45sec 
                      52°              30sec                  30 cicli 
                      72°              1min 
                      72°              15min 
                       4                    ∞ 
   
 
La miscela di reazione della PCR è costituita da: Buffer 10x , MgCl2, dNTPs, 
Primer Forward, Primer Reverse, cDNA (10l), Taq, H2O per un volume finale di 










3.5 Saggio Immunoenzimatico. 
 
Per verificare l’espressione della proteina CAR sulla membrana delle cellule C-
TERT è stato effettuato un saggio immunoenzimatico. Le cellule sono state fissate 
nei pozzetti di una micropiastra (Biotrin) o in alternativa su vetrino per IFA 
mediante trattamento con una soluzione tampone di etanolo e di acetone 1:1 a  
-20C per un intervallo minimo di 15’. Eliminata la soluzione tampone, le cellule 
sono state coperte con un anticorpo monoclonale in grado di riconoscere il 
recettore CAR (SIGMA ALDRICH) – prodotto nel coniglio (rabbit) – diluito 
1:500. Dopo 30’ di incubazione a 37C e al 5% di CO2 per permettere l’eventuale 
formazione del complesso antigene-anticorpo primario, la soluzione contenente 
l’anticorpo libero è stata rimossa, e sono stati effettuati dei lavaggi in PBS per 
eliminare gli anticorpi legati specificamente. Per rilevare il complesso antigene-
anticorpo primario é stato utilizzato un anticorpo secondario – anti-rabbit - 
coniugato con l’enzima perossidasi (SIGMA ALDRICH), incubato alle stesse 
condizioni dell’anticorpo primario. Addizionato il substrato della perossidasi 
(Biotrin) e la soluzione bloccante dopo 30’ di incubazione, la rilevazione della 
reazione enzimatica é stata eseguita mediante analisi con lettore di microspiastre 
(Biotrin) e con lettura colorimetrica. Al fine di validare il test, come controllo 
positivo sono state utilizzate le cellule della linea KB. 
 
 
3.6 Infezione delle linee cellulari, estrazione e rilevazione 
dell’RNA virale  
 
 
Le cellule delle linea cellulare c-tert, dopo essere state staccate chimicamente dal 
flak originario, lavate  e ripellettizzate in terreno (D-MEM), contate in camera di 
Burker, distribuite in opportune micropiastre (Figura n. 22) tali da avere circa 
200.000 cellule/ml in ogni pozzeto, sono state infettate con 200µl di una miscela 
di ceppi vaccinali di riferimento di virus Coxsackie B1-B6, utilizzando 
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concentrazioni di 100 dosi citopatiche al 50%  in 75µl e 5 diluizioni seriali in base 
10. Come controllo positivo è stata utilizzata la linea cellulare KB, permissiva e 
competente per i virus Coxsackie.  
 
 
Fig. n. 22 micropiastre Infezione-shutterstock-cell in culture 
 
Le cellule infettate sono state incubate per 2 ore a 37°C e al 5% di CO2, per 
permettere la fase di adsorbimento. Al termine del periodo di incubazione la 
miscela contenente il virus e’ stata eliminata e le colture lavate con tampone salino 
sterile o con terreno D-MEM e incubate con terreno specifico brevettato al 2% di 
siero fetale bovino (Euroclone). Le colture cellulari infettate sono poi state 
osservate al microscopio ottico ad intervalli regolari di tempo, ovvero dopo 48, 72 
e 96 ore dall’infezione, per verificare l’ eventuale effetto citopatico.  
Ad ogni tempo dall’infezione e’ stato recuperato e ultrafiltrato il surnatante ed 
analizzato per la ricerca del genoma virale mediante RT e NESTED PCR 
utilizzando primers specifici, All-Entero (TIB MOLBIOL) (Simmonds et al., 
2009).  
La stessa procedura e’ stata eseguita per infettare la linea cellulare c-tert con 
ciascun ceppo di virus Coxsackie separatamente, al fine di escludere la possibilità 





L’RNA e’ stato estratto dalle linee cellulari infettante (RNeasy Mini Kit 
Handbook, QIAGEN) e l’RNA virale estratto dai surnatanti (QIAmp Viral Mini 
Handbook Kit QIAGEN) recuperati ad ogni tempo dell’infezione. E’ stata poi 
analizzata la concentrazione dell’RNA mediante analisi spettrofotometrica e/o 
corsa elettroforetica. 
Poiché i virus Coxsackie presentano un acido nucleico ad RNA, la ricerca del 
genoma virale sia nelle cellule infettate che nel surnatante e’ stata eseguita 
mediante RT-PCR, seguita da una nested PCR, che consiste nel realizzare due 
PCR successive utilizzando coppie di primer differenti, con la seconda coppia che 
sottende una sequenza inclusa in quella amplificata dalla prima coppia. 
 
I primer del primo step di amplificazione sono: 
        Forward                        5’-TTAAAACAGCCTGTGGGTTG-3’ 
        Reverse                        5’-ATTGTCACCATAAGCAGCCA- 3’ 
 
 
I primer del secondo step di amplificazione sono: 
        Forward                        5’-GGNAYY YTWGTRCGCCTGTTTT-3’ 
        Reverse                        5’-CACCCAAAGTAGTCGGTTCCGC-3’ 
 
 
Il profilo di amplificazione utilizzato e’ il seguente:     
                                            
                                                  I STEP                                                         
    94°        1min                                                 
                                            55°        1min                5 cicli                       
                                            72°        1,30 min                                           
                                            94°        45sec                                                
                                            55°        30sec               30 cicli                   
                                            72°        1min                                               
                                            72°        15min                                             
                                              4°             ∞                                                   
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La miscela di reazione della PCR  (I STEP) è costituita da: Buffer 10x , 
MgCl2, dNTPs, Primer Forward, Primer Reverse, cDNA (10l), Taq, H2O per un 
volume finale di 50 l.  
 
                                                 II STEP 
                                            94°        1min 
                                            60°        1min                5 cicli     
                                            72°        1,30min 
                                            94          45sec 
                                            55°        30sec               30 cicli 
                                            72°        1min 
                                            72°        15min 
                                             4°                 ∞ 
  
La miscela di reazione della PCR (II STEP) è costituita da: Buffer 10x , 
MgCl2, dNTPs, Primer Forward, Primer Reverse, cDNA (5l), Taq, H2O per un 




3.7 Immunofluorescenza indiretta 
 
E’ possibile rendere visibile una reazione antigene-anticorpo, marcando uno dei 
reagenti con sostanze, chiamate fluorocromi (fluoresceina, rodamina), che hanno 
la capacità di emettere fluorescenza (rispettivamente verde e rossa), se osservate 
con un microscopio a luce ultravioletta (UV). 
La tecnica è applicabile a sezioni di tessuto, colture cellulari o strisci di 
sospensioni di cellule animali, batteriche e protozoarie. Due sono i metodi 
principali utilizzati per l’immunofluorescenza. 
Nel metodo diretto sono coinvolti solo l’antigene e l’anticorpo coniugato con il 
fluorocromo. Nel metodo indiretto l’ anticorpo coniugato con il fluorocromo non 
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si lega direttamente all’antigene ma ad un complesso antigene-anticorpo primario 
come un “sandwich”. 
Per la ricerca dell’espressione degli antigeni virali e’ stato utilizzato il kit Pan 
Entero, Blend Light Diagnostic. Le cellule fissate mediante trattamento con una 
soluzione di etanolo ed acetone 1:1 per un almeno 15 minuti sono state trattate 
con una miscela di anticorpi monoclonali murini che riconoscono gli antigeni di 
tutti gli enterovirus. L’anticorpo secondario, coniugato con fluorocromi, riconosce 
in maniera specifica e lega l’anticorpo primario murino. 
Le colture cellulari ad ogni tempo dall’infezione sono state lavate in tampone PBS 
per eliminare eventuali residui di siero e fissate su vetrini mediante trattamento 
con una miscela di etanolo:acetone 1:1. Le cellule sono poi state incubate con 
l’anticorpo primario per 30 minuti a 37°C in atmosfera al 5% di CO2; al termine 
dell’incubazione le cellule lavate, asciugate, sono state trattate con l’anticorpo 
secondario fluoresceinato. I vetrini sono poi stati osservati al microscopio a 
fluorescenza.  
L’IFA è stata eseguita in tandem alle indagini biomolecolari, ogni qual volta è 





4.1 Espressione del Recettore CAR 
 
La ricerca dell’RNA del recettore CAR ha rivelato che tale recettore risulta 
espresso sia nella linea cellulare di controllo KB che nella linea staminale c-tert 
(Figura n. 23). 
    
 
                                  
Figura n. 23  Elettroforesi su gel di agarosio al 2% in TAE buffer 1X di 10µL del prodotto di PCR 
per la ricerca CAR e 2 µL di blu di bromo fenolo; 1KB Recettore CAR; 2 C-tert Recettore CAR 
(400 bp); 3H2O. (marker di peso molecolare di 100 bp, Invitrogen) 
 
 
Il saggio immunoenzimatico ha rivelato la presenza della proteina CAR sulla 
membrana citoplasmatica sia delle cellule C-TERT sia delle cellule  di controllo 
KB (Fig. n. 24 ) 
 








Figura n. 24  Saggio immunoenzimatico per l’espressione del recettore CAR
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4.2 Infezione delle cellule C-TERT e della linea   di 




In seguito all’infezione delle linee cellulari con la miscela di virus Coxsackie 
(ceppi B1-B6) vaccinali e con ciascun ceppo impiegato singolarmente, si sono 
riscontrati per il controllo positivo KB evidenti segni di sofferenza e morte 
cellulare già dopo 48 ore dall’infezione fino alla terza diluizione impiegata. Tali 
effetti si manifestavano come perdita della forma, ingrossamento e inclusioni 
cellulari, formazione di sincizi e aspetti necrotici.  La linea cellulare c-tert, al 
contrario, non ha manifestato alcun segno di effetto citopatico osservata a tutti i 




L’analisi molecolare ha mostrato che il genoma virale è presente all’interno della 
linea KB infettata con la miscela dei 6 ceppi e con ciascun ceppo singolarmente a 
tutti i tempi dall’infezione analizzati e fino alla terza diluizione (Figura n.25). 
Inoltre, il genoma virale è stato ritrovato anche nel surnatante delle colture della 
linea cellulare di controllo.  
Per quanto riguarda, invece, la linea cellulare c-tert infettata l’RNA virale è stato 
ritrovato solo a livello cellulare e non nel surnatante. Questo risultato è valido per 
tutti i tempi dell’infezione presi in considerazione e sia per la miscela virale 






Figura n. 25  Elettroforesi su gel di agarosio al 2% in TAE buffer 1X di 10µL del prodotto di PCR 
per la ricerca del genoma virale (300-400bp) e 2 µL di blu di bromofenolo. 
 (marker di peso molecolare di 100 bp, Invitrogen) 
 
1 KB surnatante           
2 KB cellule 
3 K- RT surnatante 
4 K- RT cellule 
5 K- PCR surnatante 
6 K- PCR cellule 
7 C-tert surnatante 
8 C-tert cellule  
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4.3 Espressione antigenica 
 
L’analisi dell’espressione antigenica virale nelle due linee cellulari, eseguita dopo 
48, 72 e 96 ore dall’infezione, ha rivelato che gli antigeni virali risultano espressi 
solo nella linea cellulare di controllo KB, infettata con la miscela dei sei ceppi 
vaccinali e con ciascun ceppo singolarmente, alle diluizioni 1/10, 1/100 e 1/1000. 
Non si riscontra pertanto espressione di antigeni virali nella linea cellulare c-tert a 
tutti i tempi dall’infezione considerati e a tutte le diluizioni utilizzate  
(Figura n. 26). 
 
 
Fig. n. 26 Immunofluorescenza indiretta con anticorpi primari pan-entero (Blend Light 
Diagnostic). Quadranti 1, 2, 3: cellule C-TERT a 48, 72, 96 ore post-infezione; quadrante 4: linea 
di controllo KB. È rilevata la presenza degli antigeni virali mediante anticorpo secondario 
coniugato a fluoresceina, solo nella linea di controllo KB. 
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5. Discussione  
 
L’infarto del miocardio che è la principale causa di morbidità e mortalità nei paesi 
industrializzati, è causato nel 50% dei casi da cardiomiopatia dilatativa (CMD), 
spesso ad eziologia infettiva-infiammatoria a carico del tessuto miocardico (Ellis 
CR et al., 2007). Alcuni fattori di rischio, genetici e/o acquisiti, classificabili come 
fattori di rischio coronarico, sono predisponenti all’insorgenza dell’infarto nella 
maggior parte dei soggetti colpiti (Davidson C, 2008), ma nel 10% dei soggetti 
infartuati l’infarto è associato a miocardite di origine infettiva-virale e CMD 
(Baughman LK, MD, 2006; Cooper TL, MD, 2009). L’eziologia virale è 
confermata da molti studi che hanno rilevato la presenza di genomi virali nel 
tessuto cardiaco di pazienti affetti da CM (Martino TA et al., 1994; Kuhl U et al., 
2005) ed, in particolare, è stato riscontrato che i virus maggiormente cardiotropici 
sono gli Adenovirus (tipo 2 e 5) e gli Enterovirus, in particolare Coxsackie virus 
(ceppi B1-B6) (Nigro G et al., 2000; Takano H et al., 2008). Meno 
frequentemente: Citomegalovirus (CMV), Epstein  Barr virus (EBV), virus  
erpetico umano 6 (HHV6), parvovirus B19 (PVB19) (Nigro G et al., 2000, virus 
dell’epatire C (Prati D et al., 1999). Sono inoltre stati descritti casi di miocardite 
virale fulminante da Herpes simplex 1 (HSV-1) ed EBV (Koga et al. 2001, Takaki 
I. et al., 2005). 
 
Il meccanismo patogenetico d’infezione del miocardio da Adenovirus ed 
Enterovirus non è ancora stato del tutto chiarito. Molti studi riportano che il 
recettore “Coxsackie and Adenovirus Receptor” (CAR) e il co-recettore “Decay-
Accelerating Factor” (DAF), due proteine di superficie espresse tra le altre sulle 
cellule del miocardio, permetterebbero il riconoscimento virus-cellula e 
l’adsorbimento agendo sinergicamente (Bergelson JM et al., 1997; Tomko RP et 
al., 1997). L’adsorbimento e l’internalizzazione sono inoltre favoriti da un 
corecettore, il “Decay accelerating factor” o “DAF”, che sembra formare un 
complesso con il recettore CAR (Yajima T, Knowlton KU, 2009). Il recettore 
DAF sembra aumentare l’efficienza dell’internalizzazione in particolar modo dei 
Coxsackievirus  e la loro diffusione mediante il processo di transcitosi, 
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determinando così un’amplificazione dell’infezione virale, la cui dinamica 
prevede che le particelle virali vengano internalizzate in vescicole di caveolina 
che possono transitare nella cellula mediante scorrimento ATP-dipendente sui 
microfilamenti actinici del citoscheletro e riversare il loro contenuto sul versante 
opposto a quello d’ingresso, permettendo la diffusione dei virus anche negli strati 
più profondi del tessuto (Selinka HC et al, 2004). Grazie a questo processo di 
diffusione l’effetto citopatico da Coxsackievirus potrebbe interessare non soltanto 
i cardiomiociti adulti, ma anche le cellule staminali cardiache residenti, una cui 
compromissione fornirebbe una valida spiegazione della mancanza di “self-
renewal” delle cellule cardiache per sopperire alla necrosi tissutale. 
La variabilità genetica dell’ospite influenza l’andamento delle malattie infettive e 
di conseguenza la variabilità della risposta immunitaria.  Per l’infezione da 
coxsackie virus e adenovirus  può essere in parte legata all’espressione transitoria 
del recettore CAR. Numerosi polimorfismi genici riferiti ad individui e 
popolazioni conferiscono resistenza o modulano la suscettibilità alle infezioni 
virali (Abdel-Azim GA et al., 2005). Ne sono esempio: 
 
 La resistenza ad HIV conferita da una delezione di 32 paia di basi 
nell’open reading frame del gene che codifica il recettore CCR5  (De 
Souza PR et al., 2005; Picton AC, 2010). 
 
 la suscettibilità ad HCV conferita da geni che regolano la crescita cellulare 
(Cicline CDC20, CDK4, Myb) e geni che controllano diverse cascate di 
trasduzione del segnale (-catenina, metallo proteinasi) (Bassiouny AE et 
al., 2010). 
 
  la risposta immune all’infezione da HBV modulata da numerosi SNPs 
nelle regioni codificanti HLA-DPA1 and HLA-DPB1 (Kamatani Y et al., 
2009). 
 
 La suscettibilità all’infezione da CMV determinata dal gene CMV1 
(Depatie C et al., 1997). 
 74 
 
Le basi molecolari del tropismo cardiaco e del meccanismo patogenetico delle 
miocarditi causate da CMV, EBV, HHV6, PVB19 e HCV sono ancora ignote. 
 
Nonostante i continui progressi raggiunti negli ultimi anni nella conoscenza dei 
meccanismi molecolari e cellulari della fisiopatologia cardiaca, ad oggi, mancano 
trattamenti farmacologici risolutivi in grado di preservare le cellule cardiache 
contrattili danneggiate durante l’infarto. Pertanto l'unico trattamento possibile per 
curare questa patologia è rappresentato dal trapianto d’organo o impianto di 
cellule staminali (Forte G et al., 2009).  
La terapia cellulare con impianto di cellule staminali adulte, con capacità di 
generare nuovi cardiomiociti, potrebbe quindi rappresentare un approccio 
risolutivo per rimpiazzare i cardiomiociti danneggiati irreversibilmente in seguito 
all’infarto (Forte G et al., 2009).  
 
In vista della possibilità di attuare una terapia sostitutiva nei soggetti colpiti da 
infarto causato da miocardite di origine infettivo-virale, e focalizzando 
l’attenzione sulla capacità dei virus di persistere in molti tessuti ed essere 
possibilmente riattivati dalla soppressione del sistema immunitario (Kühl U, 
2005), un adeguato approccio al problema potrebbe essere supportato unicamente 
dall’ impianto di cellule staminali adulte resistenti all’infezione virale. Per 
ottimizzare un protocollo in vitro, che generi ed espanda cellule staminali 
cardiache da impiantare in caso di infarto, le cellule impiegate dovrebbero essere 
adeguatamente selezionate tra le varie possibili fonti di cellule staminali e 
successivamente analizzate per valutarne la suscettibilità alle infezioni da virus 
cardiotropici.  
Sono state recentemente propagate in coltura linee cellulari staminali ottenute da 
vari organi, tra i quali midollo osseo, fegato e cuore, per verificare la possibilità di 
generare in vitro, da differenti tessuti umani adulti, cellule staminali multipotenti 
che potrebbero essere indotte a differenziarsi in maniera indipendente dal tessuto 
di provenienza ed essere efficacemente impiegate per riparare i tessuti danneggiati 
(Beltrami AP et al., 2007). Particolare interesse destano le cellule staminali 
mesenchimali del midollo osseo, dotate di grande plasticità e che hanno sino ad 
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ora trovato numerose applicazioni in diversi campi (Kuo TK et al, 2008; Banas A 
et al, 2008). Le MSC vengono coltivate e mantenute indifferenziate con terreni di 
coltura minimi, addizionati di siero fetale bovino e degli amminoacidi e degli 
zuccheri essenziali per il metabolismo cellulare, ma privi di specifici fattori di 
crescita. Per ottenerne il “committment" vengono addizionate diverse sostanze ai 
terreni di coltura (Franceschi RT, 1992; Wang Y et al., 2006). Le MSC vanno 
incontro a senescenza in relazione all’arresto del loro ciclo vitale. E’ possibile 
ottenere delle linee cellulari staminali mesenchimali murine (mTERT-MSC) 
mediante trasfezione delle MSC con la subunità catalitica della telomerasi murina 
(Forte G et al., 2009); analisi del cariotipo dimostrano che le cellule così 
ingegnerizzate non sviluppano anomalie cromosomiche e mantengono inalterate 
le capacità proliferative e differenziative (Zipori D, 2004). Sono state ottenute 
sulla base di questo principio delle cellule cardiache del ceppo murino Mus 
musculus strain C57BL mediante trasfezione della teolmerasi murina 
ingegnerizzate con la subunità catalitica della telomerasi (C-TERT, Istituto di 
Cardiologia Molecolare e Cellulare, Roma Tor Vergata). Tali cellule non 
manifestano né senescenza né differenziamento. 
E’ stata analizzata la suscettibilità all’infezione della linea cellulare c-tert con 
ceppi B1-B6 di  Coxsackie virus, miscela ed ogni singolo  ceppo. Come controllo 
positivo è stata impiegata la linea cellulare KB (Human Epidermoid Carcinoma, 
Istituto Zooprofilattico Bruno Ubertini), suscettibile ad infezione da Enterovirus 
(Barnard DL et al., 2004). 
L’indagine molecolare e immunologica sulle cellule staminali cardiache residenti 
murine (Mus musculus strain C57BL) ha rilevato che sia l’RNA che la proteina 
CAR risultano espresse, come anche nella linea cellulare di controllo KB, ad 
indicare che già a questo stadio di sviluppo le cellule dovrebbero permettere 
almeno l’internalizzazione virale. 
Tale risultato concorda con quanto riportato in letteratura circa l’espressione del 
recettore CAR a livello delle cellule cardiache murine (Selinka HC et al., 2004).  
Inoltre, sono in corso gli esperimenti per determinare l’espressione del co-
recettore DAF in entrambe le linee cellulari. Tutti gli studi presenti in letteratura 
indicano che la presenza del co-rettore DAF aumenta solo l’efficienza di 
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internalizzazione, ma non e’ necessario ne’ sufficiente perché avvenga il processo 
infettivo (Selinka HC et al., 2004). 
La presenza del recettore principale CAR e’ sufficiente affinché avvenga il 
riconoscimento e l’internalizzazione delle particelle virali vaccinali di virus 
Coxsackie dato che il genoma virale e’ stato ritrovato all’interno delle cellule 
infettate di entrambe le linee cellulari. La mancanza di espressione di antigeni 
virali e di positività al genoma virale nel surnatante delle colture c-tert infette 
indica invece una replicazione virale poco efficiente: le cellule  sono permissive 
ma non produttive. Questo potrebbe essere riconducibile ad un macchinario 
biosintetico cellulare non idoneo alla replicazione virale, dato il basso grado di 
differenziazione, come riportato in letteratura per altre infezioni virali (Zhang M 
et al., 2010). Le cellule staminali c-tert sono risultate permissive sia per la miscela 
dei ceppi vaccinali che per i singoli ceppi alle stesse concentrazioni e pertanto ciò 
indica una uguale suscettibilità all’infezione per tutti i virus Coxsackie del ceppo 
B, potendo così escludere fenomeni di interferenza virale dei vari ceppi. 
Tuttavia, l'esatto meccanismo coinvolto nella infezione di CVB dei cardiomiociti 
è sconosciuta. Sarebbe però fondamentale e necessaria la ricerca di altri 
biomarcatori per chiarire completamente i meccanismi che guidono il processo di 
infezione (Matteoli Barbara et al., 2011). Utilizzando sempre questo modello 
sperimentale murino si potrebbe continuare la strada per chiarire completamente il 
meccanismo patogenetico alla base della risposta all’infezione virale ed in 
particolare dell’infezione virale delle cellule miocardiche. Sulla base di questo 
modello si potrebbe risalire in futuro alla creazione dell’equivalente modello 
sperimentale umano, dopo aver chiarito però alcune varianti venute alla luce da 








Dall’analisi dei dati ottenuti nel presente lavoro di tesi è possibile concludere che: 
 
 Le cellule staminali cardiache murine C-TERT esprimono il recettore CAR 
cosìccome la linea cellulare di controllo KB. 
 
 le cellule staminali cardiache C-TERT sono permissive nei confronti dei 
ceppi vaccinali di Coxsackievirus B1-B6. La linea C-TERT risulta infatti 
positiva per il genoma virale a tutti i tempi esaminati e a tutte le diluizioni 
impiegate (1/1000) per l’infezione, ad indicare che le cellule permettono 
l’internalizzazione delle particelle virali come le linee cellulari di controllo 
KB.  
 
 le cellule C-TERT sono permissive e non sono competenti alla 
replicazione virale, poiché il genoma non è stato ritrovato nel surnatante 
delle colture, che non hanno mostrato espressione di antigeni virali né 
segni di sofferenza e morte cellulare dopo l’infezione con i 
Coxsackievirus, diversamente dalla linea cellulare di controllo KB. 
 
 Le C-TERT sembrano quindi non possedere un adeguato macchinario 












7. Prospettive future 
 
Il presente lavoro di ricerca potrebbe gettare le basi per adattare in futuro questi 
esperimenti allo studio di patologie ad eziologia virale e non, proprio perché 
queste colture cellulari si sono rivelate un ottimo modello in vitro per studiare le 
reazioni, le risposte della cellula ad agenti esterni, che siano virus, batteri, 
protozoi o agenti di natura chimica e fisica. Si potrebbe prevedere di: 
 
 stabilire la suscettibilità alle infezioni della linea cellulare staminale 
murina cardiaca c-tert con isolati clinici di virus Coxsackie provenienti da 
campioni di liquido pericardico di pazienti affetti da miocardite virale; 
 
 stabilire la suscettibilità alle infezioni della linea cellulare staminale 
murina cardiaca c-tert con isolati clinici virali diversi da Coxsackie;  
 
 valutare un possibile impiego della linea staminale c-tert per terapia 
miocardiocitica sostitutiva nel modello d’infarto sperimentale murino; 
 
 comprendere meglio il meccanismo molecolare di interazione virus-cellula 
analizzando il pattern di espressione di geni coinvolti nel pathway 
infiammatorio ed apoptotico della linea staminale c-tert, in seguito ad 
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